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[ABREVIATURAS]

ADN: 4cido desoxirribonucleico

ARN: acido ribonucleico

E. coli: Escherichia coli

E. granulosus: Echinococcus granulosus

CC: corpusculo calcareo

Caspasa3Eg: proteina recombinante de Echinococcus granulosus caspasa 3

PCR: Polymerase chain reaction - reaccidén en cadena de la polimerasa

ON: overnight - toda la noche

MPM: marcador de peso molecular

WB: Western blot

SDS PAGE: sodium dodecyl sulfate poliacrylamide gel electrophoresis - electroforesis en gel
de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio.

IMAC: immobilized metal affinity cromatography - cromatografia de afinidad por metales
inmovilizados.

IP: Instituto Pasteur de Montevideo

PDB: Protein Data Bank - (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do)

NCBI: National Center for Biotechnology Information - (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)



RESUMEN

La muerte celular programada es un fendmeno evolutivamente conservado y crucial para
funciones vitales tales como la morfogénesis, la homeostasis y la defensa contra patégenos.
Si bien las primeras descripciones de la muerte celular programada se realizaron mediante
observaciones al microscopio dptico, a medida que se avanzd en la comprension de sus
mecanismos especificos se generaron nuevos métodos para su estudio que hicieron posible

describir a nivel molecular el proceso apoptético de una célula.

Aunque las sefiales para la ejecucién de la muerte celular pueden provenir de diferentes
estimulos, los eventos apoptdticos se presentan muy similares debido a que desencadenan
vias de sefalizacién intracelular que convergen en la activacion de una misma familia de
proteasas: las caspasas. Estas son cistein proteasas especificas de aspartato que una vez
activadas, desarrollan una cascada proteolitica que tiene como resultado la desaparicion de
la célula. La familia de caspasas suele dividirse, en base a la similitud de sus dominios y a la
actividad propia de cada enzima, en un grupo proinflamatorio, un grupo iniciador de la
apoptosis y un grupo efector de la apoptosis, donde se incluye la principal ejecutora del
proceso: caspasa 3. Su activacién conduce a la condensacion y fragmentacion del nucleo, la
ruptura del ADN cromosdmico, la desorganizacidn del citoesqueleto, y la expresidon de
sefiales de fagocitosis que conducirdn a que se eliminen los restos celulares empaquetados

en cuerpos apoptoticos.

Con el objetivo de contribuir a la comprensién del mecanismo de muerte celular
programada en cestodos, se propuso clonar y caracterizar la expresién del gen que codifica
para caspasa 3 de Echinococcus granulosus. Al igual que otros cestodos, este presenta en su
forma larvaria infectiva formaciones calcdreas caracteristicas, cuyo desarrollo se da por un
proceso de mineralizacidn intracelular donde la célula responsable desaparece previa
presentacion de signos apoptoticos. En este marco, resulta de interés profundizar en el
conocimiento del mecanismo apoptético que se da en el pardsito y que estd implicado

particularmente, en el desarrollo de una estructura que es especifica del mismo.
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1) INTRODUCCION

Los organismos eucariotas multicelulares mantienen su homeostasis a través del balance
entre la proliferacién y la muerte celular. La progresidon del ciclo celular estda muy
relacionada con la muerte celular programada, y ambos procesos se encuentran bajo un
estricto control reciproco que ha sido blanco de investigacidn intensiva por los mecanismos
moleculares que involucra (Fujisi et al., 2000). El término apoptosis tiene su origen en una
palabra griega que significa “caerse, desprenderse”, y fue utilizado por primera vez en 1972
por J. F. R. Kerr y sus colegas del Departamento de Patologia de la Universidad de Aberdeen

para describir el suicidio celular o muerte celular programada (Kerr et al., 1972).

1.1) El proceso apoptdtico

La apoptosis es un tipo de muerte celular programada crucial en procesos bioldgicos de
eucariotas, tales como el desarrollo embrionario, la morfogénesis de dérganos y tejidos, el
sistema inmune, y el envejecimiento del organismo. El recambio constante de células en
tejidos epiteliales o intestinales también dependen principalmente de la apoptosis. Ademas,
la apoptosis puede ocurrir como un mecanismo de defensa cuando las células son afectadas
por agentes nocivos o patégenos. El proceso apoptdtico esencialmente, permite a los
eucariotas eliminar células dafiadas, o que resultan sobrantes o mal ubicadas, sin generar
distorsién ni lesion en el ambito que las rodea (Lippens et al., 2009). Es un ejemplo de
eliminacién de células en exceso, la eliminacidn apoptdtica de las membranas interdigitales
en la formacién de los dedos en el feto. Mientras que algunos ejemplos de eliminacién de
células que representan un peligro para la integridad del organismo son aquellas células
infectadas por virus, aquellas células efectoras del sistema inmune que luego de haber
ejercido la respuesta inmune deben de ser eliminadas para prevenir reactividad frente a los
constituyentes propios del organismo, y aquellas células con una lesidn en su genoma que

puedan llegar a desarrollar cancer, entre otras (Cascales Angosto, 2003).

La apoptosis implica una programacion genética de la célula que promueve una serie de
cambios morfoldgicos y bioquimicos coordinados en el interior de la célula que conducen a

su muerte y eliminacién.



Si bien las primeras descripciones de la muerte celular programada se realizaron mediante
observaciones al microscopio 6ptico, a medida que se avanzd en la comprension de sus
mecanismos especificos se generaron nuevos métodos para el estudio de la muerte celular.
Sumado al desarrollo del microscopio electrénico, actualmente se encuentran disponibles
un conjunto variado de técnicas bioquimicas y celulares que permiten describir una célula
cuando esta sufriendo un proceso apoptdtico. De acuerdo a criterios morfoldgicos, para que
la muerte celular sea catalogada como apoptética, en ella debe observarse la condensacion
seguida de fragmentacion del nucleo y el empaquetamiento de los restos celulares en
vesiculas conocidas como cuerpos apoptoéticos rodeados por la membrana celular integra.
Los cuerpos apoptéticos son reconocidos y removidos por células fagociticas, de forma que
la apoptosis es también notable por la necesidad de células auxiliares y por la ausencia de

inflamacidén alrededor de la célula muerta (Kerr et al., 1972).

Desde un punto de vista fisiolégico, una célula apoptética debe cortar contactos con células
vecinas, desorganizar su citoesqueleto, activar endonucleasas que causen la escisiéon del
ADN cromosdmico en fragmentos internucleosomales, desmantelar las l[dminas nucleares
provocando la condensacién del nucleo, expresar sefiales de fagocitosis y activar proteinas
especificas que preparen la célula para el cese de sus funciones metabdlicas (Kerr et al.,
1972). Ha sido demostrado que la fagocitosis rapida de los cuerpos apoptoticos se debe al
incremento en la membrana celular de moléculas como la N-acetilglucosamina y de la
fosfatidilserina, que son reconocidas por receptores presentes en macréfagos, células

dendriticas, leucocitos polimorfonucleares e incluso células endoteliales (Yassin et al., 2006).

Para que una célula sea inducida a morir por apoptosis se necesita que dicha célula deje de
recibir sefiales de supervivencia (como hormonas o factores de crecimiento) y comience a
recibir sefales de muerte. Dependiendo del origen del estimulo apoptético, las seiales
desencadenardn el proceso apoptdtico a través de una via intrinseca, también llamada
mitocondrial, o una via extrinseca que involucra interacciones con ligandos extracelulares
(ver seccidon 1.3). Si bien las sefiales para la ejecucion de la apoptosis pueden provenir de
diferentes estimulos, los eventos apoptdticos se presentan muy similares. Esto se explica

porque todas las sefiales convergen en la activacién de una misma familia de proteasas, las



caspasas, encargadas de orquestar el proceso dando lugar a los rasgos caracteristicos de la

apoptosis (Cascales Angosto, 2003; Stennicke et al., 1997).

1.2) Las caspasas

Las caspasas son una familia de proteasas que ademas de conducir el desarrollo de la
apoptosis, participan en la activacidon de citoquinas proinflamatorias, y en la diferenciacion
de queratinocitos. A la primera caspasa identificada en 1992, caspasa-1, le siguié el
descubrimiento de 25 caspasas en eucariotas, 14 de ellas en mamiferos y hasta la fecha, 12
son caspasas humanas (Sivakumar et al.,, 2016; Kang et al., 2008; Rupinder et al., 2007;
Cascales Angosto, 2003). Ellas son cistein proteasas especificas de aspartato (D), de ahi su
nombre: cisteinil-aspartato proteasas. Poseen un sitio de reconocimiento a una secuencia
del sustrato diana, y un sitio activo altamente conservado en cuyo centro catalitico se
encuentra un pentapéptido de estructura general QACXG, donde X puede ser R, Q o G (ver
anexo 3), y en el entorno del mismo, un residuo de histidina que también esta implicado en

la catalisis (Ventura Gallegos, 1999; Cohen, 1997).

Las caspasas siguen un mecanismo de reacciéon comun a las enzimas que presentan un
residuo nucleofilico en su centro catalitico, como son los residuos de cisteina, serina e
histidina (Figura 1a). Estos residuos presentan un orbital con un par de electrones
responsables de llevar a cabo un ataque nucleofilico sobre el enlace peptidico. El
rompimiento del enlace peptidico ofrece una gran barrera energética que es salvada por
medio de la formacién de un enlace covalente entre el grupo tiol del residuo de cisteina con
el grupo carbonilo del enlace peptidico que es hidrolizado. El intermediario covalente se
forma con la enzima unida al grupo acilo del péptido ya cortado. Este intermediario es
inestable y por tanto, mas propenso a reaccionar con un hidroxilo que sirve como aceptor
final del grupo acilo, de lo que seria el enlace peptidico sin alteracién (Ventura Gallegos,

1999; Figura 1b).
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Figura 1. (A) llustracién del sitio activo de una caspasa mostrando los residuos responsables del
ataque nucleofilico. (B) Se esquematiza el mecanismo de la triada catalitica que ocurre en el sitio
activo de las caspasas. Modificado de www.flashman.chem.ox.ac.uk.

Basados en la observacion de que las caspasas rompen sus sustratos en el residuo D y a su
vez son activadas por el procesamiento proteolitico en un residuo D, se ha comprendido que
estas proteasas conforman una cascada proteolitica que conlleva su propia activacién (Rojas
et al., 2009). Se expresan como zimdgenos inactivos conocidos como procaspasas, que junto
con sus inhibidores, siempre coexisten en las células normales, lo cual previene de una

activacion accidental que supondria una muerte innecesaria de células normales.

Un mismo zimdgeno requiere de al menos dos cortes para su maduracion. El primer corte
elimina un pro-dominio en el extremo amino terminal cuyo tamafio ronda los 10 kDa
aunque puede variar segun la caspasa implicada. El segundo corte genera dos subunidades:
una subunidad grande de aproximadamente 20 kDa que contiene el sitio activo, y una
subunidad pequefia de alrededor de 10 kDa, también importante para su actividad
enzimatica. En algunas caspasas, la unidn entre la subunidad grande y la subunidad pequefia
es removida mediante dos cortes D-X que eliminan una regién de unién (Cohen, 1997;

Ventura Gallegos et al., 1999).

En la resolucion de la estructura tridimensional de caspasa 1 humana por cristalografia de
rayos X se observan dos heterodimeros que se unen para formar un tetrdmero, andlogo a lo

observado en caspasas 3 y 8: las dos subunidades pequefias (10 kDa en caspasa 1y 12 kDa



en caspasa 3 y 8) aparecen rodeadas por las dos subunidades grandes (20 kDa en caspasa 1
y 8, y 17 kDa en caspasa 3), que se disponen en direccion opuesta. Cada heterodimero
contiene un sitio activo al que contribuyen las dos subunidades con los residuos necesarios
para la unién al sustrato y la catdlisis. Los dos sitios activos de ambos heterodimeros quedan
localizados en extremos opuestos del tetrdmero, aunque aldn no hay evidencias de que
exista cooperatividad o modulacion alostérica entre ellos (Cascales Angosto, 2003;

Kruidering et al., 2000; Nicholson, 1999; Elliot et al., 2009).

En base a la similitud de la secuencia en los dominios de las subunidades, y a la actividad de
la enzima, la familia de caspasas se divide en el grupo inflamatorio, que comprende la
caspasas 1, 4, 5, 11, 12, 13 y 14; el grupo iniciador de la apoptosis que incluye las caspasas
2, 8,9y 10; vy el grupo efector de la apoptosis que contiene a las caspasas 3, 6y 7. Tanto las
caspasas inflamatorias como las iniciadoras suelen tener un prodominio largo que contiene
el dominio efector de muerte (DED) o el dominio de reclutamiento de las caspasas (CARD).
Estos dominios median las interacciones proteina-proteina entre las procaspasas, siendo
cruciales para su activaciéon y la consiguiente amplificaciéon de la cascada apoptética
(Cascales Angosto, 2003). Algunas procaspasas pueden ser reclutadas directamente por los
dominios CARD o pueden requerir proteinas adaptadoras adicionales que permitan la unién

a su proteina blanco, como es el caso de la procaspasa-2 (Degterev, 2008; Park, 2007).

En la siguiente imagen se representa la familia de las caspasas de modo de visualizar su
clasificacién, los dominios principales de cada una y la formacién de caspasa3 activa como

ejemplo.
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Figura 2. (A) Se esquematizan los tres grupos que conforman la familia de caspasas: grupo 1,
caspasas inflamatorias; grupo 2, caspasas iniciadoras; grupo 3, caspasas efectoras. Se pueden
identificar en cada grupo los dominios CARD, DED, y las subunidades pl10 y p20. (B) Se
esquematiza la activacion del zimégeno por su clivaje en el residuo D, y la formacién de la caspasa
madura conformada por p20,—p10,. Modificado de Rupinder et al., 2007.

1.3) Vias que conducen al desarrollo de la apoptosis

Las senales que conducen a la apoptosis son muy diversas, entre ellas: elevados niveles de
oxidantes en el interior de la célula, lesién del ADN (ya sea por oxidantes, luz ultravioleta,
radiaciones ionizantes, farmacos quimioterapéuticos, etc.), o moléculas que se unen a
receptores especificos en la superficie de la célula y transmiten sefiales para iniciar el
programa apoptoético, son las mas comunes. Dependiendo del origen del estimulo de

muerte celular, la apoptosis puede desarrollarse principalmente a través de dos vias
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denominadas extrinseca e intrinseca, que aunque pueden solaparse, la transduccion de

sefiales en cada una de ellas presenta diferencias.

La via intrinseca es desencadenada en respuesta a una amplia variedad de estimulos que
son generados dentro de la célula, ejemplo tipico es el dafio en el ADN. Estas sefales
convergen en la mitocondria generando una disminucién del potencial de membrana que
induce la formacion de estructuras conocidas como poros de permeabilidad transicional
mitocondrial. Como resultado, se genera una permeabilizacion de la membrana externa que
permite la liberacién de diversas proteinas desde el espacio intermembranal hacia el
citoplasma (Sanchez, 2008). Algunas de estas proteinas son el citocromo ¢, SMAC: second
mitochondria-derived activator of caspases, AlF: factor inductor de apoptosis, entre otras.
Quizad la mas importante de estas proteinas proapoptéticas sea el citocromo c¢ por su
funcién en la formacion del apoptosoma. Este es un complejo que media la activacion
autocatalitica de la caspasa 9, y esta a su vez, activa a la principal caspasa efectora: caspasa
3. Una vez liberado el citocromo c de la mitocondria, este se une y activa a la proteina Apaf-
1: factor activador de la proteasa apoptdtica en el citoplasma. Apaf-1 esta formada por tres
dominios: dominio CARD o de reclutamiento de caspasas, dominio de unién al dATP vy
dominio Y de oligomerizacién. En condiciones normales se encuentra en el citosol en forma
inerte, pero al unirse a citocromo c y a dATP, Apaf-1 se activa y comienza un proceso de
oligomerizacién que resulta en la formacién del apoptosoma. Varias unidades Apaf-1 se
unen dejando el dominio CARD en el centro, que es responsable de unir el prodominio N-
terminal de la procaspasa-9. La procaspasa-9 sufre una autoproteolisis, volviéndose activa y
a su vez, activa a otras caspasas. La activacion secuencial de una caspasa por otra, crea una
cascada expansiva de actividad proteolitica que conduce al desarrollo de la apoptosis (Rojas

et al., 2009; Cascales Angosto, 2003).
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Figura 3. Se esquematiza la formacion del apoptosoma como consecuencia de la unidn del
citocromo c y dATP a la molécula de Apaf-1. Modificada de Cascales Angosto, 2003.

La familia de proteinas Bcl-2 juega un rol importantisimo en la regulacién de la via
intrinseca, ya que actua principalmente a nivel mitocondrial. Algunos miembros de esta
familia tienen un tramo de aminodcidos hidrofébicos cerca de su C-terminal que los ancla en
la membrana mitocondrial externa. Otros miembros carecen del dominio de anclaje pero
son trasladados a la membrana en respuesta a estimulos especificos. Estos ultimos cuando
se activan, oligomerizan en la membrana mitocondrial y regulan la permeabilidad de la
misma. Las proteinas de esta familia, pueden agruparse segun su funcién en dos grupos
principales:

- proteinas pro-apoptodticas: actian promoviendo la liberacién del citocromo c desde la
mitocondria hacia el citoplasma a través de la creacién de los poros de permeabilidad
transicional o de canales idnicos en la membrana mitocondrial. Son: Bax, Bak, Bad, Bcl-Xs,
Bid, Bik, Bim y Hrk.

- proteinas anti-apoptéticas: frenan la apoptosis bloqueando la liberacién mitocondrial de
citocromo-c. Son Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, Bfl-1 y Mcl-1.

No es la cantidad absoluta, sino el balance entre las proteinas pro y anti apoptéticas lo que

modula si se va a iniciar o no la apoptosis (Rojas et al., 2009).

Por su parte, la via extrinseca estd mediada por la activacidon de receptores transmembrana
gue se da como consecuencia de la unidn a sus ligandos. Entre estos receptores, se destacan
el receptor de TNF tipo 1 (TNFR1), y una proteina relacionada llamada Fas (o CD95). Estos
receptores de muerte tienen un dominio intracelular conocido como dominio de muerte
asociado al receptor TNF (TRADD) y el dominio de muerte asociado a Fas (FADD) que

reclutan a proteinas adaptadoras. Los ligandos TNFL y FASL son constitutivamente
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homotriméricos, la uniéon a sus receptores conduce a la formacion de un complejo
compuesto por tres subunidades iguales, que seguidamente recluta factores citosodlicos
hasta formar un complejo conocido como DISC: complejo de sefializacion que induce
muerte. DISC inicia el ensamblaje y activacion de las pro-caspasas iniciadoras,
principalmente de la caspasa 8, la cual posteriormente rompe y activa a la caspasa efectora
caspasa 3. Se cree que la funcion de DISC en la activaciéon de caspasa 8 es analoga a la
activacion de caspasa 9 por el apoptosoma, aunque se desconocen los detalles del
mecanismo molecular (Rojas et al., 2009). Caspasa 8 se activa dentro de DISC por

dimerizacidn inducida por proximidad (Parrish et al., 2013)

Ligand
(FasL, TNF-a. TRAIL)

Death Receptor
(Fas, TNFR1, DRJ, ...)

___ DISC
Adapto 1
(FA;g. T:ﬁbb) ] 9“\ i
O = \
BRE

Procaspase8 \ Q

aclive Caspase-8

Figura 4. Se esquematiza la formacién del complejo DISC como consecuencia de la unién del
ligando al receptor de muerte celular y la consecuente activacidon de caspasa 8. Modificada de
Munevar, 2011.

En determinadas células como hepatocitos, Bcl-2 bloquea la muerte celular mediada por
Fas, por lo que se requiere una amplificacion mitocondrial para provocar la muerte celular.
En estos casos, Bcl-2 impide que se genere una degradacion suficiente de procaspasa 8 y por
tanto no desencadena la activaciéon de caspasas efectoras 3 y 7. La caspasa 8 entonces,
media el clivaje de Bid, proteina miembro de la familia Bcl-2, en dos fragmentos, el
fragmento C-terminal se localiza en la membrana mitocondrial y provoca la liberacién de

citocromo c con la consiguiente formacién del apoptosoma y desarrollo de la apoptosis
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(Breistchopf et al.,, 2000; Rojas et al.,2009). En la siguiente figura, se puede visualizar

esquematicamente como ambas vias pueden actuar conjuntamente.
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Figura 5. Se esquematiza la activacién de BID por caspasa 8 que desencadena la liberacion de
citocromo ¢ por la mitocondria con la consecuente formacion del apoptosoma. Extraida de Ow, 2008.

De cualquier modo, la via intrinseca y la extrinseca convergen en la activacidén de caspasa 3,
la cual es responsable de las rupturas proteoliticas de un gran nimero de sustratos durante
la apoptosis cuyo comun denominador es el sitio de clivaje D-X-X-D. La caspasa 3 junto con
las caspasas 6 y 7, son las ejecutoras finales de la apoptosis. Si bien comparten sustratos, y
por ende se solapan sus funciones durante la apoptosis, es la caspasa 3 la que aporta

caracteristicas esenciales al proceso (Cohen, 1997; Janicke et al.,1998).

1.4) Una vez activada caspasa 3

El proceso de fragmentacién del ADN lo realiza una DNasa activada por caspasa 3

denominada CAD. Cuando CAD se sintetiza, su inhibidor ICAD se une a la cadena naciente de
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CAD para permitir su correcto plegamiento. ICAD permanece formando un complejo con
CAD, lo cual inhibe su actividad DNasa y enmascara su sefal de localizacién nuclear
manteniéndola en el citoplasma. Cuando el estimulo apoptético activa las caspasas,
caspasa-3 rompe la uniéon ICAD/CAD, y una vez que CAD queda libre puede entrar en el
nucleo y actuar como Dnasa, y degradar rapidamente al ADN cromosémico. Dado que la
cromatina esta envuelta en el octdmero de histonas, son las regiones internucleosomales las
gue quedan expuestas a CAD, separadas cada aproximadamente 200 pb. De aqui surge el
patrén caracteristico de bandas en escalera de ADN apoptdtico que puede identificarse en

una electroforesis en gel de agarosa (Cascales Angosto, 2003; Cohen, 1997).

S CAD Ccaspasas
ICAD T =~ DNA

iR ‘ CAD histona

1

\ ) ) )\
= nucleosoma

fragmento DNA

pARE ps!
. caspasal

Figura 6. Se esquematiza la ruptura de los nucleosomas por accidn de la enzima CAD, consecuencia
de la activacidn de caspasa 3. Modificada de Cascales Angosto, 2003.

La enzima poli(ADP-ribosa) polimerasa (PARP) fue la primera proteina identificada como
sustrato de las caspasas. PARP es una proteina nuclear implicada en la reparacion vy
estabilidad del ADN, asi como en la regulacidon de su transcripcidon. Tanto caspasa 3 como
caspasa 7 clivan PARP en el sitio DEVD (ver anexo 3), generando una separacién de los
dedos de zinc que conforman los motivos de unidn al ADN. Esto impide que PARP pueda

volver a unirse al ADN y efectuar su reparacion (Fisher et al., 2002; Los et al., 2002).

Caspasa 3 también realiza la protedlisis de las lamininas A, B y C que forman los filamentos
intermedios constituyentes de la envoltura nuclear, provocando la desaparicién estructural

del nucleo. En el citoplasma, caspasa 3 degrada una proteina implicada en la regulacion de
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los filamentos de actina llamada gelsolina, que a consecuencia, produce el desensamblaje
del citoesqueleto (Cohen, 1997). La forma celular se pierde por la destruccién del
citoesqueleto y la célula se vuelve esférica. Las células se retraen, condensan y fragmentan
originando los llamados cuerpos apoptoticos, formados de organelos y cromatina rodeadas
de membrana plasmatica, la cual mantiene su integridad durante todo el proceso (Majno et

al., 1995).

La fosfatidilserina es un fosfolipido que se encuentra en la cara interna de la membrana
plasmatica. En las células apoptdticas, la fosfafatildilserina se expone en la superficie
externa de la membrana, pudiendo ser reconocida por los receptores de fosfatidilserina
presentes en células fagociticas, principalmente macréfagos y células dendriticas. Estas
células segregan citoquinas que inhiben la inflamacidn, y de esta manera, los cuerpos
apoptoticos son fagocitados dando por finalizado el proceso apoptdtico (Cascales Angosto,

2003).

En resumen, pueden describirse tres fases en las que se desarrolla la apoptosis. Una fase
efectora, que implica el compromiso irreversible de la célula hacia la muerte. Se da como
consecuencia de un estimulo apoptdtico que origina la activacion de ciertos grupos
enzimaticos, junto con cambios en el tamano y la forma celular. Una fase degradativa, en la
gue se destruyen las proteinas y los acidos nucleicos, a la vez que ocurren cambios en la
fisiologia de la membrana celular y en el citoesqueleto. Por ultimo, una fase de eliminacién
en la que los macrdfagos fagocitan los cuerpos apoptoéticos, atraidos por la fosfatidilserina,

impidiendo la salida del contenido celular al exterior y evitando inflamacién.

Tanto caspasa 3 como caspasa 7 presentan un interés significativo para disefiar estrategias
terapéuticas frente a enfermedades neurodegenerativas y cancer. Son muchas las
evidencias que conectan la apoptosis con estas enfermedades. La muerte neuronal causada
por apoptosis aberrante subraya los principales signos de enfermedades como Alzheimer,
Parkinson, Esclerosis multiple, Hungtington’s entre otras. Mientras que la inactivacion de la
apoptosis debido al bloqueo de sefiales de muerte celular o inhibicidn de caspasas, deriva
en desarrollo de cancer y resistencia celular hacia los agentes anticancerigenos (Kang et al.,

2008). El desafio real consiste en tomar esta informacion y traducirla en terapias efectivas.
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El interés en maniobrar la apoptosis para inducir la muerte de células no deseadas o por el
contrario, preservar las células irremplazables como las neuronas y mantener la funcion de

un érgano, se ve plasmado en la fuerte linea de investigacidon que actualmente posee.

1.5) Echinococcus granulosus como modelo de estudio.

Echinococcus granulosus (E. granulosus) es desde hace muchos afios un parasito de gran
importancia médica que acorde a la Organizacién Mundial de la Salud, su infeccién es
endémica para América del Sur, Europa del Este, Rusia, Medio Oriente y China, y cuya
incidencia alcanza 50 de cada 100.000 personas por afio (Pakala et al., 2016). Hospederos
intermediarios y definitivos son los que mantienen el ciclo de E. granulosus en la naturaleza.
El pardsito adulto reside en el intestino delgado de canidos, su hospedero definitivo,
eliminando sus huevos a través de las heces. Estos huevos son ingeridos por hospederos
intermediarios como ovejas o cabras, en donde eclosionan liberando sus embriones u
oncosferas, las cuales penetran en la pared intestinal y migran a través de la circulacion
sanguinea y linfatica alcanzando varios drganos, especialmente el higado y los pulmones.
Una vez alli, la oncésfera se enquista (estadio larvario), los quistes crecen y se desarrollan
produciendo protoescélex. El ser humano, resulta un hospedero accidental que se infecta al
ingerir estos huevos presentes en alimentos o aguas contaminadas, o por contacto directo
con el hospedero intermediario. El hospedero definitivo se infecta al ingerir visceras con
quistes de los hospederos intermediarios. Luego de la ingesta, los protoescdlex se evaginan,
se adhieren a la mucosa intestinal y se transforman en adultos, iniciando el ciclo

nuevamente (Paredes et al., 2007; figura 7).
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Figura 7. Ciclo bioldgico de E. granulosus. Modificado de www.cdc.gov.
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Cabe destacar que algunos autores asocian la apoptosis a la infertilidad del quiste hidatico,
es decir, a su incapacidad de producir protoescdlex. Aun son desconocidas las razones por
las que algunos quistes son infértiles, pero la fragmentacién del ADN analizada por TUNEL
(Terminal deoxynucleotidyl transferase-dUTP Nick End Labeling) y posterior visualizacién en
electroforesis en gel de agarosa evidenciando su patrén de bandas caracteristico, mostré un
indice apoptético mds alto en quistes infértiles que en quistes fértiles. La actividad de
caspasa3 detectada, como era de esperar, también fue mas alta en los quistes infértiles

(Paredes et al., 2007).

Las formas larvarias infectivas de estos parasitos se caracterizan por presentar formaciones
calcareas denominadas corpusculos calcareos (CCs). Estos, se desarrollan por un proceso de
mineralizacidon dentro de una célula de origen parenquimatoso. En la misma, se produce una
ruptura del citoplasma con formacién de una vacuola que va a desarrollar el CC, y una vez
alcanzada su maduracién, la célula desaparece por un proceso que fue descrito como
autolisis (Smith et al., 1993). Se ha identificado una etapa tardia en el desarrollo del CC en la
gue las células asociadas muestran un nucleo periférico y masas de cromatina condensada.
Sin embargo, no se han detectado células fagociticas en las cercanias de esta célula asociada
al CC, lo que genera cierta incertidumbre sobre si se estaria dando el proceso apoptdtico
tradicional en este tipo celular (Chalar, 2010). Resultados de la aplicacién de la técnica de
TUNEL pusieron de manifiesto la fragmentaciéon del ADN en algunas de las células asociadas
a CC (Chalar, 2016) asi como un aumento de la actividad caspasa-3, caracteristicas
esenciales de la apoptosis que vuelven a sugerirla como la estrategia utilizada por estas

células durante el proceso de maduracion del CC (Chalar, 2010; Paredes et al., 2007).

Por tanto, dentro de este marco y en linea con la investigacion que se desarrolla en la
Seccién Bioquimica de la Facultad de Ciencias, se buscé contribuir al conocimiento del

desarrollo de la muerte celular programada en este organismo.
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1.6) Hipotesis de investigacion

A medida que se ha profundizado en los conocimientos sobre el proceso de muerte celular

programada, surge la hipdtesis de que existe conservacion a nivel molecular de los

mecanismos implicados en la via apoptdtica de los metazoarios.

1.7) Objetivo general

Contribuir a la comprensién de la via apoptdtica en E.granulosus, a través de la

caracterizacion de las moléculas implicadas en ella.

1.8) Objetivos especificos

- identificacidn y caracterizacion del ADNc que codifica para la caspasa3Eg.
- Predecir la estructura conformacional de caspasa3Eg

- Estudiar el patron de expresidn de caspasa3Eg

1.9) Estrategia experimental

Para cumplir con los objetivos descritos se disefid la siguiente estrategia experimental:

a) Obtencién del material parasitario

b) Clonado del gen caspasa3Eg

¢) Modelado molecular de caspasa3Eg

d) Induccion de la expresion del gen caspasa3Eg

e) Purificacién de la proteina recombinante caspasa3Eg

f) Obtencién de anticuerpos especificos anti-caspasa3Eg, que permitan futuros

estudios inmunohistoquimicos de la distribucion de caspasa3Eg durante los

diferentes estadios de desarrollo del CC.
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2) MATERIALES Y METODOS

El material de partida para este trabajo fueron protoescdlex de Echinococcus granulosus
donados por la Catedra de Inmunologia del Instituto de Higiene. Los mismos fueron
extraidos de quistes hidaticos de pulmdn e higado de bovinos infectados y lavados sucesivas

veces con tampdn fosfato salino (PBS) estéril previo a su uso.

2.1) Obtencion de caspasa3Eg

En primer lugar se realizé la esterilizaciéon de todo el material a utilizar por Autoclave
durante 20 minutos a 121°C. El material de vidrio fue tratado con agua-DEPC:
(Dietilpirocarbonato) en una dilucién de 1/1000 a 372C ON, ya que por su reactividad frente
a histidinas permite inactivar fundamentalmente ARNasas, y posteriormente autoclavado

para eliminar las trazas de DEPC.

2.1.1) Extraccion de ARNEg total

Se realizd la extraccion de ARN de protoescédlex de E. granulosus mediante el método
basado en Tiocianato de guanidina utilizando 2 mL del reactivo TRIzol (/ife-technologies
#15596-026) siguiendo el protocolo descrito por P. Chomczynski & Sacchi, 1987. Los
protoescolex fueron triturados en mortero seguido de la ruptura mecénica del lisado
mediante un homogenizador de tipo Elvehjem Potter. Una centrifugacion de 20 minutos,
8000 rpm a 49eC permitid que precipiten los restos celulares y recuperar los acidos nucleicos
y las proteinas resuspendidos en el sobrenadante. Mediante el agregado de 0.4mL de
cloroformo se logré la separacion de fases que deja al ARN en la fase acuosa, mientras que
ADN vy proteinas quedan en la interfase. Una nueva centrifugacion de 30 minutos a 8000
rom a 49C, permitié recuperar la fase acuosa conteniendo el ARN. Un volumen de
isopropanol fue agregado para dejar precipitando el ARN a 42C overnight (ON). Luego fue
centrifugado durante 30 minutos a 10000 rpm a 49C, lavandose el pellet obtenido con
etanol 70%. El precipitado se secd bajo luz de ldmpara y el ARN fue resuspendido en agua

milliQ.
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2.1.2) Cuantificacion del ARNEg

A través de un equipo NanoDrop (Thermo Scientific) fue medida la concentracién del ARN
obtenido. Este equipo permite también establecer el grado de pureza de la muestra en
cuanto a la presencia o no de proteinas. Mediante la relacién de absorbancia entre A=260 y
A=280 nm que el equipo mide, se toman como referencia los parametros ya estandarizados

considerandose pura una relacion mayor o igual a 1.8.

2.1.3) Evaluacion del ARNEg

Con el fin de comprobar la integridad del ARN obtenido, se realizé una electroforesis en gel
de agarosa 1% en solucién amortiguadora TAE 1X. La tincién fue realizada con 2uL de
GelRed (Biotinium) por cada 1000ul de solucién amortiguadora de carga 6x. GelRed es un
compuesto que se intercala entre las bases nitrogenadas y que fluoresce cuando se expone

a luz UV mostrando un color anaranjado que se intensifica al estar unido al acido nucleico.

2.1.4) Tratamiento con DNAsa

Siguiendo el protocolo para el tratamiento con la enzima RQ1l RNase-Free DNase (Cat.#
M6101, Promega), 6 ug del ARN obtenido fueron incubados con la misma a fin de eliminar
restos de ADN contaminantes. Sabiendo que su modo de accion es la degradaciéon del ADN
doble y simple cadena, fue posible obtener una mayor pureza del ARN.

Mediante una nueva extraccién con fenol acido, seguida de una centrifugacion a 12000 rpm
durante 20 minutos a 42C, se recuperd la fase acuosa conteniendo ARN libre de ADN vy
DNasa. Se agregd 1/10 del volumen recuperado o de acetato de sodio 3M y 2 volimenes de
etanol para dejar precipitando ON a -202C. El ARN fue resuspendido en 10 ulL de agua milliQ

y se volvio a cuantificar a través del NanoDrop (Thermo Scientific).

2.1.5) Reaccion de retrotranscripcion

El ARN de E. granulosus obtenido, fue sometido a una reaccidn de retrotranscripcion,
siguiendo el protocolo propio de la enzima SuperScript Il Reverse Transcriptase (Invitrogen).
Esta es una retrotranscriptasa que permite la sintesis de ADN a partir de ARN simple hebra,

obteniéndose de esta forma el ADN copia (ADNCc).
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2.1.6) Evaluacion del ADNc

La integridad del ADNc sintetizado fue evaluada mediante una reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) para un gen de alta expresion en E. granulosus que codifica para una
proteina de unién a acidos grasos: FAB1 (PDB: 10V8). Informacion sobre su secuencia
nucleotidica puede verse en NCBI (cddigo de secuencia CAA46765.2) de donde fueron

disefiados los siguientes cebadores con los que se realizé la PCR:

cebador foward: 5’ATGGAGGCATTCCTTGGTACC3®
cebador reverse: 5°CGCCACCTTTGAGTAGGTTCG3®

La razdn por la cual esta estrategia permite evaluar el ADNc obtenido es debido a que este
gen posee un intrén. Esto significa que si luego de la extraccion del ARN hubiesen quedado
trazas de ADN, con el ADNc sintetizado a partir del ARNmfab-1 (de 399pb) también estaria
el gen en su tamafo original (con el intrén: 519pb). Por lo tanto, al realizar la PCR, la
visualizacién en un gel de los productos, permitird distinguir una o dos bandas de distinto
tamafio acorde a la pureza o no del ADN obtenido La PCR fue realizada con la enzima Taq
polimerase (Invitrogen) en las siguientes condiciones: temperatura de desnaturalizacion:
94°C durante 30 segundos; temperatura de apareamiento de los cebadores: 582C durante
30 segundos; y temperatura de reaccidén de polimerizaciéon: 722C durante 30 segundos,
repitiéndose un total de 34 ciclos. Los productos de PCR fueron visualizados en una corrida

electroforética en gel de agarosa al 1% en solucién amortiguadora TAE 1X.

2.1.7) Diseio de cebadores para caspasa3Eg.

Para disefiar los cebadores necesarios para la amplificacién del gen caspasa 3 mediante PCR,
fue necesario realizar una busqueda bioinformatica de la secuencia de dicho gen. Para ello
se recurrid a la base de datos del Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica (NCBI)
encontrandose la secuencia aminoacidica para caspasa3Eg, reportada como CDS19333 y
compuesta por 335 aminoacidos. La secuencia nucleotidica que codifica para dicha proteina
se muestra a continuacién y en ella se subrayan los cebadores disefiados y mandados a

sintetizar.
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ATGGAGAACAAGGTTTTGTCTTCAAAACCCACTGCCGATATTCCAGTTAAGGACGATGCTGAGGATGCCA

GTTTTATTTTCTCCTCGACAGGAGGTAAGGCGTCCCCGACACCACGAGGGACGACGTCACCGTGCCAGGC
CTCACCGACGCTTTCGAAAAGCGTTAAGCCGGCAGAAGTGACAACAGGAATCGGAAGTGGTGATAGACGA
AGATACCTCAGCGAGATTGAGCTCTGCGACCCTGACCTTGGATACCCGCGGGTGGCGAACCCTACCAATC
GTAGTAATCCGCGCGGTGTCTGCCTCCTCATCAACCAGCGCGATTTTGATTCAGCCAAGACCGGGCAGGA
GCGCCGTGACGGCACCGATGTCGATGCGGACAATATCGAACGCACTTTCATTCGCTGTGGCTACGCTGTT
AACCGCGCTACCAATCTCACGCTCCGGAAAATGGAGTTTCTTCTTGATGACGTGCGATCGCAGAACCACA
GTAAGTACGACAGCTTTGCTTGCGTCATCCTTAGCCATGGCGCTGAGGGGATTGTCTACGCCTCCGACGG
GACCATCAACGTTGATCGTCTCATCGGATACTTCCGCTCCGATAGGTGCCCTACCCTCGCTGGCAAACCG
AAAATGTTCTTTATTCAGGCCTGCCGAGGCTGCAAGTTCGATAAAGGTGTCACTCTCTCTACGGATGCTA
GCTCGGACTCTGTGCTTGTCACAAAGCTCCCCATCGAGGCCGACATCTTCGTCGCTAACTCAACCTTTCC
CGGTTACTACGCTTGGCGCAACTCGCACGCAGGCAGTTGGTTCATCCAGGAATTGTGCAAGGTGATAAAG
GCGGCGCAGGAGTCAGGCCGGCATCACGACGTGGCCTCACTATTGACAGTGGTGGCACGCAAAGTGGCAC
TGCTCTACGAGTCGAACACAGGCCAGAGCGACTCCCACGGCAGTAAGCAGATGGTGAGCGTAAACTCCAC
ACTTACCCGCAAGGCCTTCATCGTCTGA

Por tanto los cebadores utilizados fueron:

cebador forward caspasa3-F1: 5 ATGGAGAACAAGGTTTCGTCTTC 3°
cebador forward caspasa3-F4: 5" GGGACGACGTCACCGTGCCAGG 3’
cebador reverse caspasa3-R1: 5’ACGATGAAGGCCTTGCGGGTAAG 3’

2.1.8) Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

El ensayo realizado con el par de cebadores caspasa3-F4 y caspasa3-R1 utilizando la enzima

Taq polimerase (Invitrogen), fue el que obtuvo resultado positivo para la amplificacidn. Las

condiciones optimas para esta PCR fueron: temperatura de desnaturalizacién 94¢9C,

temperatura de apareamiento 582C y temperatura de elongacién 729C repetidos 35 ciclos.

Los productos de la PCR siempre fueron evaluados por electroforesis en gel de agarosa al 1%

en solucion amortiguadora TAE1x. La banda obtenida que presumiblemente corresponde a

caspasa3Eg por ser del tamaiio esperado, fue recortada y purificada mediante PureLink®

Quick Gel Extraction Kit #K210010 (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante.
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2.2) Clonado de caspasa3Eg

2.2.1) Ligacion a pGEM T Easy Vector.

Luego de purificado y cuantificado a través de NanoDrop (Thermo Scientific), el amplicén
obtenido fue ligado al vector de clonado pGEM T Easy Vector (Promega), respetandose la
relacion establecida por el protocolo y dejandose incubar la mezcla a 42C ON (ver anexo 1).
Este es un plasmido linealizado en cuyos extremos 3’ se encuentra la desoxitimidina, que al
guedar desapareada, previene la recircularizacion del vector a la vez que ofrece los
extremos compatibles para ligar productos de PCR 3°A, mejorando asi la eficiencia de la
ligacion. Es un vector de alto nimero de copias que contiene los promotores universales T7
y SP6 para la RNA polimerasa, los cuales flanquean el sitio de clonado interrumpiendo el gen
lacZ en la subunidad a, codificante para la enzima B-galactosidasa, muy util para diferenciar
colonias bacterianas con el pldsmido recombinante (ver seccién 2.2.3). Ademas, este
pldasmido presenta resistencia al antibidético ampicilina, también facilitando la seleccion de
colonias transformantes. Como lo muestra la siguiente imagen, pGEM T Easy Vector
contiene varios sitios de restriccion en el sitio de clonado, el cual se haya entre sitios de
restriccion para las enzimas EcoRl, BstZl y Notl, ofreciendo la posibilidad de digerir con

cualquiera de estas tres enzimas para liberar el inserto.
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Figura 8. Mapa de pGEM T Easy Vector (Promega). Extraido de www.promega.com.
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2.2.2) Transformacion en DH5a de E. coli

Células quimiocompetentes de la cepa DH5a de E. coli, fueron transformadas con la mezcla
de ligacién mediante un choque térmico a 422C (ver anexo 1). Luego se plaquearon 100 y
150 uL de la transformacion en placas con medio LB-Agar + ampicilina 100ug/ml + Xgal

40ug/mL + IPTG 40ug/mL dejandose en estufa a 372C ON (ver seccion 2.2.3).

2.2.3) Seleccion de las colonias transformantes

La seleccién de las colonias transformadas con el plasmido recombinante pudo hacerse por
la llamada complementacion en a. Este método se basa en que el producto de expresion del
gen lacZ es la enzima Bgalactosidasa, un tetrdmero compuesto por dos tipos de péptidos
distintos: LacZa y LacZQ. Ambos son necesarios para que la enzima sea funcional. Ciertas
cepas de E. coli expresan constitutivamente solo LacZQ, por lo que si son transformadas con
un plasmido que aporta LacZa, la funcionalidad de la enzima se ve restaurada.
Bgalactosidasa cataliza la hidrélisis de galactésidos a monosacaridos. El galactésido mas
conocido, es la lactosa: disacdrido de galactosa-glucosa. X-gal es un compuesto organico que
por su analogia con la lactosa, sirve de sustrato para la enzima Pgalactosidasa, con la ventaja
de que el producto final de su hidrdlisis es galactosa y 5-bromo-4-cloro-3-hidroxindol, éste
ultimo se oxida y da un producto insoluble de color azul (Sambrook et al., 1989). Por tanto,
si se utiliza un inductor de la Bgalactosidasa, como el IPTG disuelto en el agar, apareceran
colonias transformadas con plasmido salvaje de color azul. Pero, si algunas células de E. coli,
incorporaron el plasmido recombinante con el inserto de caspasa3Eg en el sitio de clonado,
el gen lacZ estara interrumpido y no podra aportar la subunidad para que Bgalactosidasa sea
funcional. De esta manera las colonias transformadas con el pldsmido recombinante
apareceran de color blanco. Estas fueron seleccionadas y se pasaron a tubos de precultivo

con 3 mL de LB + 3 uL ampicilina 100 mg/mL a 372C ON.

2.2.4) Anadlisis del ADN plasmidico

Una vez crecidas las colonias seleccionadas, se realizd la extraccion del ADN plasmidico a
través del PureLink® Quick Plasmid Miniprep Kit #{210010 (Invitrogen). Para verificar que el
plasmido fuera recombinante se realizé la digestién del ADN plasmidico con la enzima EcoRlI
(Biolabs), que como se dijo anteriormente, presenta dos sitios de restriccidén a los lados del

sitio de clonado. Los productos de la digestiéon fueron visualizados mediante una
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electroforesis en gel de agarosa al 1% en solucion amortiguadora TAE1x. Se utilizé un
marcador de peso molecular que permitié comparar con el tamaio esperado para el inserto

caspasa3Eg, que debido al cebador caspasa3-F4 utilizado, seria de 887 pb.
—GeneRuler" 100 bp Plus DNA Ladder

0'GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder
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Figura 9. Marcador de tamaio 100bp. Extraido de www.thermoscientificbio.com.

2.2.5) Identificacion de caspasa3Eg

Luego de visualizar en el gel cuales plasmidos liberaron un fragmento a la altura del tamafio
esperado, fue necesaria la confirmaciéon de que ese inserto correspondia a caspasa3Eg y
evaluar la orientacidn en la que se cloné dicho inserto. Para esto se realizd la secuenciacién

del plasmido en el Servicio de Secuenciaciéon del Instituto Pasteur de Montevideo (IP).

2.2.6) Analisis bioinformatico de secuencia

Luego de realizar la traduccién conceptual de la secuencia obtenida en el programa
GeneRunner.exe., se procedié a realizar una comparacién de la secuencia proteica con las
secuencias depositadas en la base de datos GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) a
través de la herramienta Basic Local Alignment Search Tool - protein (BLASTp) del servidor
NCBI (www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), y un BLASTp en la base de datos de E.
granulosus (www.genedb.org). Se realizé también un alineamiento con secuencias
nucleotidicas de caspasa3 de otros organismos para estudiar sus similitudes a través de la

herramienta ClustalW2 (www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). Ademads, se utilizé el
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software ProtParam-ExPAsy Tools (http://web.expasy.org/protparam) pudiéndose obtener

informacidn tedrica acerca del peso molecular y el punto isoeléctrico de la proteina.

2.3) Modelado molecular de caspasa3Eg

Se realizé la prediccion de la estructura proteica en 3D para caspasa3Eg por homologia
utilizando el software Bioinformatics Toolkit de Max Planck Institute for developmental
Biology (http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred). Se eligié la proteina caspasa3 del
nematodo Caenorhabditis elegans (PDB: 4M9R) con la cual presenta una identidad de
secuencia del 38%, por ser hasta la fecha, la Unica cristalografia de caspasa3 de helmintos
reportada. El modelo obtenido fue analizado a través del programa PyMOL Molecular
Graphics System, y a su vez, fue comparado visualmente con el modelo estructural para

caspasa3 humana (PDB: 4QUO).

2.4) De vector de clonado al vector de expresion.

2.4.1) Preparacion del vector de expresion

Se eligio el vector de expresion pET22b(+) (Novagen) para generar la proteina de fusion y
expresar la proteina recombinante caspasa3Eg. Este es un vector de 5493 pb que presenta
resistencia a ampicilina y tiene la secuencia codificante para la sefial de localizacion
peripldsmica. Tiene un sitio de multiple clonado flanqueado por el promotor T7 que permite
la insercién de ADN a través de sitios de reconocimiento para varias enzimas de restriccion,
como se esquematiza en la figura 9. Este vector ademas, presenta una secuencia codificante
para seis histidinas consecutivas entre las posiciones 140 y 157, comunmente conocida
como His Tag Coding Sequence, qué sera de gran ventaja al momento de la purificacion de

la proteina de fusidn.
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Figura 10. Mapa del vector pET22b(+). Extraida de www.addgene.org.

pPET22b(+) fue digerido con las enzimas Ndel y Xhol (Invitrogen) con la finalidad de obtenerlo
en conformacidn lineal y apto para el clonado del inserto. Un previo analisis de las solucidn
amortiguadoras en que actlan estas enzimas fue realizado a modo de encontrar un mismo
amortiguador compatible para ambas (ver anexo 1). Los productos de la digestién fueron
visualizados en electroforesis de agarosa 1% en solucion amortiguadora TAE 1X utilizando

un marcador de tamarfio de 1 kb (Thermofisher) como se muestra a continuacion.
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Figura 11. Marcador de tamafo 1kb. Extraida de www.thermoscientificbio.com.

Se realizaron sucesivas digestiones del vector y las bandas correspondientes a la
conformacion lineal fueron recortadas y purificadas por Purelink Quick gel Extraction Kit
#K210012 (Invitrogen). EI ADN del vector se precipité ON con el fin de obtenerlo a una
mayor concentracién (ver anexo 1) y nuevamente se purificdé por una columna PureLink
Quick gel Extraction Kit #K210012 (Invitrogen) para eliminar las sales. Luego fue cuantificado
a través del equipo NanoDrop (Thermo Scientific) viéndose finalmente que su concentracion

permitia proceder a la ligacién.

2.4.2) Tratamiento del ADN caspasa3Eg
Paralelamente, se disefiaron oligos para caspasa3 que poseian en sus extremos sitios de

restriccion para las enzimas Ndel (5°CATATG3") y Xhol (5'CTCGAG3’).

cebador caspasa3-F5: 5‘AAA CAT ATG GGG ACG ACG TCA CCG TGC CAG 3/
cebador caspasa3-R5: 5‘AAA CTC GAG AAC GAT GAA GGC CTTTGC GGG TAA G 3/

Usando como molde el pldsmido recombinante pGEM T Easy-casapasa3Eg se amplificé el
gen caspasa3Eg con los cebadores F5 y R5 generando extremos aptos para el clonado del
mismo en el vector pET22b(+) ya preparado. Las condiciones para esta PCR fueron:
temperatura de desnaturalizacidon 949C, temperatura de apareamiento 549C, y temperatura

de elongacién 729C, por un total de 35 ciclos. Los productos de PCR fueron visualizados en
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una electroforesis en gel de agarosa al 1% en solucién amortiguadora TAE 1X. Las bandas a
la altura del tamano esperado fueron recortadas y purificadas por Purelink Quick gel

Extraction Kit #210012 (Invitrogen).

2.4.3) Subclonado del amplicén

El nuevo amplicon conteniendo los sitios de restriccion para Ndel y Xhol fue clonado en el
pldsmido pGEM T Easy Vector (Promega). Para ello se realizé la ligacién utilizando la enzima
T4 ADN ligase 3U/uL (Promega) dejandosela actuar a 42C ON (ver anexo 1). Con la mezcla de
ligacién fueron transformadas células DH5a de E. coli quimiocompetentes (ver anexo 1). 100
y 150 uL de la transformacion fueron sembrados en placas LB-agar + ampicilina 0.1mg/mL +
Xgal 40ug/uL + IPTG 40ug/mL. Basandose en la seleccion por complementacién en a
explicada previamente, colonias blancas fueron picadas y pasadas a tubos de precultivo con
3 mL de LB + 3 uL ampicilina 100mg/mL y crecidas con agitaciéon a 372C ON. Luego de
extraer el ADN plasmidico por PureLink® Quick Plasmid Miniprep Kit #210010 (Invitrogen)
de acuerdo a las instrucciones del fabricante, se obtuvo el ADN del plasmido pGEM T Easy -

caspasa3Egmodificada Ya pronto para la digestion.

2.4.4) Preparacion del inserto

Se incubaron 5 uL de ADN del plasmido recombinante con la enzima Ndel y la solucién
amortiguadora correspondiente durante 2 horas a 372C. Luego se le agregd 1 ulL de enzima
Xhol y se dejé actuar 2 horas mas a la misma temperatura. El producto de la digestién fue
visualizados a través de una electroforesis de agarosa al 1% en solucién amortiguadora TAE
1X. La banda correspondiente al inserto fue recortada y purificada a través del PureLink
Quick gel Extraction Kit #K210012 (Invitrogen) segun instrucciones del fabricante, y
cuantificada en un NanoDrop (Thermo Scientific). Sin embargo, el rendimiento obtenido fue
bajo, por lo que se dejo precipitando el ADN digerido a -202C ON. Una vez resuspendido, se
pasé nuevamente por una columna del kit usado anteriormente a modo de purificacién y
volvid a ser cuantificado. Habiéndose llegado a la concentracion requerida, se procedid a

ligar el inserto al vector pET22b(+).

2.4.5) Ligacion.

Junto con 1 uL de enzima T4 ADN ligasa 3U/uL (Promega), se incuban 4 uL del inserto
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caspasa3Eg digerido con 1 uL Ndel (10U/uL) y 1 uL Xhol (10U/ulL), con 1 uL de pET22b (+)
digerido con las mismas enzimas, y 5 ulL de la solucién amortiguadora T4 ligasa, a 42C ON
(ver anexo 1). El resultado de esta ligacién deberia ser un pldsmido recombinante cuya

secuencia se esquematiza de la siguiente manera:

His-tag inserto caspasa3Eg ... promotor T7

2.4.6) Transformacion de células Dh5a de E. coli.
Con el producto de la ligacion, se transformaron células quimiocompetentes Dh5a de E. coli
por choque térmico a 42°C (ver anexo 1). Se plaquearon 100 y 150 uL en LB agar +

ampicilina 100 ug/mLy se incubaron a 372C ON.

2.4.7) Andlisis de los clones.

Se realizé un analisis de las colonias crecidas, picando varias al azar y pasandolas a tubos de
precultivo con 3 mL de medio LB + 3uL de ampicilina 100 mg/mL. Luego de realizar la
extraccion del ADN plasmidico siguiendo el protocolo para minipreparaciones alcalinas (ver
anexo 1), se realizaron las digestiones con Xhol y Ndel y la consiguiente electroforesis en gel
de agarosa al 1% para evaluarla. De esta manera, se determind cudles colonias habian
incorporado el plasmido recombinante al comprobar que liberaron el inserto a la altura
aproximada de 900 pb como era lo esperado para caspasa3Eg. Los clones identificados
como recombinantes se enviaron a secuenciar al Servicio de Secuenciacién del IP

comprobandose la identidad de los mismos.

2.5) Induccidn de la expresion de caspasa3Eg

2.5.1) Ensayo en cepa BL21(DE3)pLysS de E. coli

Se eligié la cepa BL21(DE3)pLysS de E. coli para realizar la induccién ya que permite una
expresion eficaz para aquellos genes que estan bajo el control del promotor T7 y ofrece un
sitio de unién al ribosoma. Ademas, pLysS es un plasmido que contiene el gen de la lisozima
del fago T7 que disminuye los niveles de expresiéon basal de los genes dependientes del
promotor T7, sin interferir con los niveles de expresién que se alcanzan cuando se induce

con IPTG. DE3 indica que esta cepa es lisogénica para el fago A-DE3, que expresa la ARN
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polimerasa de T7 bajo el control del promotor lacUV5 (Sorensen et al., 2004). El IPTG es
requerido para inducir la expresion de la ARN polimerasa de T7 que lleva a expresar el gen
clonado corriente abajo del promotor T7. Ademas esta cepa es deficiente en proteasas lon y
OmpT, lo que reduce la posibilidad de degradacion de proteinas heterdlogas. Por lo tanto,

resultaba adecuada para producir proteinas a partir de vectores pET inducidos con IPTG.

Precultivos crecidos de BL21(DE3)pLysS de E. coli fueron centrifugados para descartar el
medio de cultivo y realizar una transformacién de baja eficiencia por choque térmico. El
precipitado de bacterias resultante fue tratado con CaCl; 0.1M estéril y frio, seguido de una
incubaciéon en hielo. De esta manera, las células se vuelven competentes para aceptar el
pldsmido recombinante pET22b(+)-caspasa3Eg. Una vez plaqueada la transformacién, se
realizd un andlisis de las colonias crecidas pasandolas a precultivo (generandose un respaldo
de cada colonia analizada), con posterior minipreparacion alcalina y digestion enzimatica
con enzimas Ndel y Xhol (ver anexo 1). Las digestiones se visualizaron en gel de agarosa al

1% en solucién amortiguadora TAE1X.

2.5.1a) Induccion en medio LB

Se eligié una de las colonias transformadas para inocular un matraz con 50 mL de medio LB
a modo de prueba de la induccidn. Se dejé crecer el cultivo a 372C en agitacidn realizando el
seguimiento del mismo a través de la medida de densidad éptica (DO) a A=600nm. Cuando
se alcanzé una D0O=0.8, se agregd IPTG 0,5mM para inducir la expresién durante 4 horas.
Luego se procesd el cultivo descartando el sobrenadante mediante centrifugacion a
5000rpm en la centrifuga refrigerada Beckman J2-21 utilizando el rotor JA20. Las células
fueron resuspendidas en solucién amortiguadora de sonicacidon y se realizaron ciclos de
congelacion y descongelacion para facilitar la ruptura de las paredes bacterianas. Luego se
realizo el sonicado utilizando micropunta con 40% de amplitud y 20% de pulso durante 15
minutos, y se guardd una alicuota que denominamos extracto total (ET). La muestra fue
centrifugada a alta velocidad en la ultracentrifuga Beckman J2-21, a 15000rpm a 4¢C
durante 20 minutos obteniéndose asi la fraccion soluble. El precipitado fue resuspendido en
soluciéon amortiguadora de sonicacidon + urea 8 M y se volvié a centrifugar en iguales
condiciones, obteniendo asi la fraccidn insoluble. Todas las muestras se visualizaron a través

de un gel de poliacrilamida al 12%, sembrandose: alicuota sin inducir (F0), alicuota inducida
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(FI), fraccién soluble (Fsol) y fraccién insoluble (Fins), utilizando como referencia el
marcador de peso molecular PageRuler prestained protein Ladder 10-180 kDa (Thermo) que

se muestra a continuacion.
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Figura 12. MPM 1kb. Extraido de www.thermofisher.com.

Como no se observd induccidn de la expresion de capasa3Eg en las condiciones descritas,

nuevos ensayos fueron realizados.

2.5.1b) Induccién en medio ZYM

Manteniendo bdsicamente el mismo protocolo, se decidié cambiar el medio de cultivo por
uno mas rico en nutrientes y con la propiedad de ser autoinductor: ZYM (Studier, 2005; ver
anexo 2). Esto significa que no es necesario el agregado de IPTG, pero a cambio se dejo el
cultivo 12 horas en agitacidén a 372C para inducir la expresién de la proteina. Ademas, para
tener un control de la expresion basal se hizo en paralelo el mismo procedimiento para un
cultivo de BL21(DE3)plLysS de E. coli transformado con pET22b(+) nativo. Luego del
procesado de las muestras en las condiciones descritas (ver seccién 2.5.1a), se corrieron las
alicuotas en un gel de poliacrilamida al 12% pero nuevamente no se observo induccion de la

expresion.

2.5.1c) Induccion en medio ZYM a 202C
En base a la bibliografia consultada y la experiencia del laboratorio, se decidid realizar la
induccion de la expresion a una temperatura mas baja. Para ello, se mantuvo el protocolo ya

descrito, con la modificacidon de que cuando el cultivo llegd a una DO=0.8, se trasladaron los
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matraces a un agitador con una temperatura de 202C ON. Luego del procesado de las
muestras (ver seccion 2.5.1a), se corrieron las fracciones en un gel de poliacrilamida al 12%
recurriendo al servicio de espectrometria de masa de la Unidad de Bioquimica y Protedmica

Analitica del IP (UByPA) para la identificacion de la presunta banda.

2.5.2) Western blot

Sabiendo que el resultado del UByPA se recibiria en un tiempo, se decidié mientras tanto
repetir el experimento y realizar una transferencia a una membrana de nitrocelulosa (GE
Heatlhcare Life Science #10600018), que permitid realizar un Western blot (WB) utilizando

como anticuerpo primario aHIS-tag (ver anexo 1).

2.5.3) Analisis del uso de codones

Es sabido que no todos los organismos utilizan codones con la misma frecuencia, y por ende,
el conjunto de ARNSs de transferencia, puede ser una limitante para la expresion. De hecho,
han sido publicadas tablas estandarizadas con la frecuencia del uso de codones en E. coli
(www.GenScript.com). Por esta razén, se decidid utilizar una cepa de E. coli disefiada
experimentalmente para reforzar la expresidon de proteinas eucariotas que contienen
codones de uso raro por esta bacteria. Este es el caso de la cepa llamada Rosetta, la cual
suplementa a través de un plasmido, ARNs de transferencia para los siguientes codones:

AUA, AGG, AGA, GGA, CCC, CUA.

2.5.4) Ensayo en cepa Rosetta de E. coli

Se procedid a la transformacién de cepas quimiocompetentes Rosetta con el plasmido
recombinante pET22b(+)-caspasa3Eg (ver anexo 1). 150 ulL de la transformacion fueron
plaqueados en medio LB agar con ampicilina 100 ug/mL e incubadas a 372C ON. 24 horas
mas tarde se observaron colonias que en condiciones de esterilidad, se llevaron a un
precultivo de 3 mL de medio de cultivo Terrific Broth (TB) dejandose en agitacidon a 372C ON.
Con 1 mL del precultivo crecido, se inoculé un matraz de 250 mL con 50 mL de medio TB +
solucién amortiguadora fosfato de potasio [KH2P040.17M: K;HPO4 0.72M] vy los antibiéticos
requeridos: cloranfenicol 34 mg/mL y ampicilina 100 mg/mL, dejandose en agitacion a 37°C
ON (ver anexo 2). Con 35 mL del segundo precultivo crecido, se inoculé un matraz de 2 litros

conteniendo 400 mL de medio TB + 15 mL de solucién amortiguadora fosfato de potasio. El
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mismo se dejé en agitacién a 372C hasta alcanzar una DO de 0,5. En ese momento, se
extrajo una alicuota que se guarddé como fraccion sin inducir (FO) y en seguida se paso el
cultivo a un agitador con temperatura 202C. Una hora después, se agregé IPTG 0.5mM vy se

dejo el cultivo en el agitador a 202C ON.

2.5.5) Procesamiento de las muestras.

El cultivo celular se sometié a una centrifugacién a 5000 rpm a 42C en la centrifuga
refrigerada Beckman J2-21 utilizando el rotor JA-10, lo que permite concentrar las células y
descartar el medio. Se pudo determinar el peso del pellet bacteriano por diferencia de peso
con una botella vacia. De esta forma, las células fueron resuspendidas en solucidn
amortiguadora fosfato salino (PBS) 2X, DTT 0.5 mM, PMSF 1 mM (ver anexo 2), utilizando
una relacién de 3 mL de solucién amortiguadora por cada gramo de bacterias. Ciclos de
congelado y descongelado ayudaron a la ruptura fisica de las paredes bacterianas.
Igualmente, lisozima fue agregada a una concentracidn final de 1 mg/mL dejandola actuar
durante 30 minutos en hielo (ya que lisozima hidroliza enlaces B1,4 entre los residuos de
acido N-acetilmuramico y N-acetil-D-glucosamina en el peptidoglicano de paredes
bacterianas). Para seguir con la lisis celular, se sonicaron las células usando micropunta a
40% de amplitud, 20 % de pulso durante 15 minutos. Para clarificar la preparacion, se
incubd la muestra con DNasa a una concentracion final de 5ug/mL durante 1 hora a
temperatura ambiente guardandose una alicuota como extracto total (ET), que gracias a la
degradacidn del ADN bacteriano, pudo ser facilmente sembrada en un gel. Se prosiguié con
una nueva centrifugacion a 15000 rpm a 42C durante 20 minutos en la ultracentrifuga
Beckman J2-21 utilizando el rotor JA-20, que permitié la obtencién de la fraccion soluble
(Fsol). El precipitado resultante, fue resuspendido en solucién amortiguadora TrisHC| 20mM
pH 8.3 Urea 2M (3 mL por cada gramo de precipitado) y le siguié otra centrifugacién en
iguales condiciones obteniéndose asi la fraccion insoluble (Fins). Todas las fracciones fueron
evaluadas en geles de poliacrilamida al 15% en solucidn amortiguadora de corrida SDS-PAGE

1X.
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2.6) Purificacion de caspasa3Eg

2.6.1) Cromatografia de afinidad

Se realizo la purificacidn de las fracciones soluble e insoluble a través de cromatografia de
afinidad a metales en columna de Niquel-acido nitrilotriacético: Ni-NTA (QiaGen). Esta se
basa en que el niquel ofrece sitios de uniéon que interaccionaran con el tren de histidinas de
la capasa3Eg, lo que permitird separarla del resto de las proteinas de la fraccidon
correspondiente. Durante la misma, se aplicd el método visual con reactivo de Bradford
para determinar la presencia/ausencia de proteinas de una manera sencilla y rapida, ya que
se produce un cambio de color cuando este reactivo entra en contacto con proteinas. Para
esto, varios pocillos de una placa de ELISA fueron sembrados con 140 ul del reactivo, y a
medida que se realizaron los lavados de la columna, se agregaron 10 ulL de la muestra en
distintos pocillos hasta comprobar la ausencia de proteinas. En este punto se comenzo la
elucién de caspasa3Eg utilizando imidazol 500 mM que competira por los sitios de unién al
Niquel de la resina, liberando asi la proteina de interés. Nuevamente se utilizé el reactivo
Bradford como referencia para determinar el final de la elucién y las alicuotas obtenidas
fueron analizadas a través de geles de poliacrilamida al 15%; recurriendo una vez mas al

UBYPA para la identificacion de la proteina recombinante.

2.6.2) Analisis por espectrometria de masa
El informe recibido del UByPA verificé la presencia de caspasa3Eg, ademas de corroborar los

datos de peso molecular y punto isoeléctrico.

2.6.3) Cromatografia de intercambio idnico

Como la cromatografia por afinidad no fue suficiente para obtener a caspasa3Eg
completamente pura, se sumd otro paso de purificaciéon. Se optd por realizar una
cromatografia de intercambio iénico utilizando un intercambiador catiénico (SP) para la
misma. Esta eleccidn se realizé sabiendo que el punto isoeléctrico de caspasa3Eg es 8.54, y
qgue al estar resuspendida en PBS pH 7, la proteina esta cargada positivamente. Esto hard
gue se una a la matriz cargada negativamente, desplazando el contraién, y se podrd

proceder a la elucién alterando las condiciones de fuerza idnica.
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Como precaucién, previo a esta cromatografia se realizé un desalado de la muestra de
modo de sacar el imidazol, utilizando una columna PD10 Sephadex G-25 Medium (GE
Healthcare) que permitio la rapida separacion de moléculas de alto peso molecular, dejando
eluir las sales y moléculas de bajo peso molecular sobrantes. De esta manera se obtuvo
caspasa3Eg resuspendida en solucién amortiguadora PBS1X, y se procedié a realizar la

cromatografia de intercambio iénico.

Luego de equilibrar la columna con la solucion amortiguadora PBS 1X, la muestra fue
cargada y se realizé un lavado con la misma solucién amortiguadora. Hasta este momento
las proteinas con carga neta positiva se encontraban adheridas a la resina. La elucién fue
realizada aumentando progresivamente la concentracidon del contraién (Na*) a modo de
desplazar el equilibrio por el cambio generado en la fuerza idnica. De esta manera, se ve
favorecida la union del (Na*) a la resina, y la liberacién de la proteina. Para esto se realizaron
lavados con solucién amortiguadora PBS 1X-NaCl 50 mM, PBS 1X-NaCl 100 mM, PBS 1X-NaCl
200 mM, PBS 1X-NaCl 500 mM y PBS 1X-NaCl 1M. De cada eluido se realizaron medidas en
el espectrofotémetro a A = 280 nm para verificar la elucidn de la proteina. Los valores de
absorbancia obtenidos reflejaron un bajo rendimiento por lo que la muestra fue
concentrada mediante el uso de una columna Spin-X UF500 concentrator (LifeSciences) y

vuelta a sembrar en un gel de poliacrilamida al 15%.
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RESULTADOS

3.1) Obtencién del ADNc que codifica para caspasa 3 de Echinococcus granulosus.

El ARN total extraido de protoescélex fue cuantificado a través del equipo NanoDrop
(Thermo Scientific) obteniéndose una concentracién de: [ARN]wota=542.4 ng/uL a una
relacion Ax-260/2-280=1.93. La integridad del ARN obtenido fue evaluada mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% en solucién amortiguadora TAE 1X cuya tincién fue
realizada con GelRed (Biotinium). Se puede observar la banda correspondiente a la
subunidad menor del ARN ribosomal 18S, mientras que el smear puede atribuirse a los ARN
mensajeros por su variada longitud, y la banda de menor tamafio corresponde al ARN de

transferencia (figura 13).
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Figura 13. ARN¢otal de E. granulosus. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. [1] Marcador de

tamafio GeneRuler 100 pb Fermentas, [2] ARN total de E. granulosus.

Luego del tratamiento del ARN con DNasa, el mismo fue nuevamente cuantificado a través
del NanoDrop (Thermo Scientific) obteniéndose una concentracién de [ARNitota]=311.8

ng/ul.

Seguido de la reaccidn de retrotranscripcion, la evaluacién del ADNc fue realizada mediante
amplificacién del gen df1, y posterior visualizacién de los productos por electroforesis en gel

de agarosa al 1% en solucion amortiguadora TAE 1X. Se revela la presencia de una sola
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banda del tamafio esperado (399pb) y la ausencia de la misma en el carril control. No se
observa una banda por encima de los 500pb que pueda atribuirse a restos de ADN previo a

la reaccidn de retrotranscripcion como explica la seccidn 2.1.6 (figura 14).

Figura 14. Amplificacion de ADNcdf1. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. [1] ADNcdf1 se

indica con la flecha; [2] control negativo; [3] Marcador de tamafio GeneRuler 100pb, Fermentas.

Mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% en solucion amortiguadora TAE 1X, también
fue evaluada la PCR para caspasa3Eg con cebadores F4 y R1 (ver anexo 1). La banda
esperada para el ADNc amplificado es de 886 pb, y se pudo verificar que estaba por debajo
de la indicada por el marcador de tamafio para 1000pb. La tincion fue realizada con GelRed

(Biotinium).

1000pb

— ..
B

Figura 15. Amplificacion de caspasa3Eg. Electroforesis en gel de agarosa 1%. [1] control
negativo; [2] ADNc de caspasa3Eg sefialado por la flecha; [3] Marcador de tamafio GeneRuler

100bp, Fermentas.

40



3.2) Clonado de caspasa3Eg en pGEM T Easy Vector (Promega).

Luego de la extraccidon de banda y su correspondiente purificacién, el amplicon fue ligado al
vector pGEM T Easy (Promega) y la ligacién utilizada para transformar las células
guimiocompetentes DH5a de E. coli. Se realizé la seleccién de las colonias transformantes
en base a la resistencia a la ampicilina y a la complementacién en a; las colonias blancas
fueron picadas y pasadas a tubos de precultivo. EI ADN plasmidico extraido de estos
precultivos crecidos, fue digerido con la enzima EcoRl (Biolabs). Los productos de la
digestion fueron visualizados a través de una electroforesis en gel de agarosa al 1% en
solucion amortiguadora TAE 1X tefiido con GelRed (Biotinium) que permitié seleccionar

aquellos clones que al liberar el fragmento mostraron ser recombinantes.

Figura 16. Digestion de los plasmidos recombinantes. Electroforesis en gel de agarosa 1%. [1]
Marcador de tamafio GeneRuler 100bp, Fermentas; [2] ADN plasmidico (a); [3] ADN plasmidico (a)
digerido con EcoRI; [4] ADN plasmidico (b); [5] ADN plasmidico (b) digerido con EcoRl.

El ADN de los clones (a) y (b) en la figura 16, que liberaron el fragmento a la altura esperada,
fue enviado a secuenciar para verificar la identidad del amplicon. El Informe recibido del
servicio de secuenciacion del IP, permitié analizar el cromatograma y extraer la secuencia

del fragmento clonado que consta de 887pb (figura 17).
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GGGACGACGTCACCGTGCCAGGCCTCACCGACGCTTTCGAAAAGCGTTAAGCCGGCAGAAGTGACAACAGGAATC
GGAAGTGGTGATGGACGAAGATACCTCAGCGAGATTGAGCTCTGCGACCCTGACCTTGGATACCCGCGGGTGGCG
AACCCTAACAATCGTAGTAATCCGCGCGGTGTCTGCCTCCTCATCAACCAGCGCGATTTTGATTCAGCCAAGACC
GGGCAGGAGCGCCGTGACGGCACCGATGTCGATGCGGACAATATCGAACGCACTTTTATTCGCTGTGGCTACGCT
GTTAACCGCGCTACCAATCTCACGCTCCGAAAAATGGAGCTTCTTCTTGATGACGTGCGATCGCAGAACCACAGT
AAGTACGACAGCTTCGCTTGCGTCATCCTTAGCCACGGCGCTGAGGGGATTGTCTACGCCTCCGACGGGACCATC
AACGTTGATCGTCTCATCGGATACTTCCGCTCCGATAGGTGCCCTACCCTCGCTGGCAAACCAAAAATGTTCTTT
ATTCAGGCCTGCCGAGGCTGCAAGTTCGATAAAGGTGTCACTCTCTCTACGGATGCTAGCTCGGACTCTGTGCTT
ATCACAAAGCTCCCCATCGAGGCCGACATCTTCGTCGCTAACTCAACCTTTCCCGGTTACTACGCTTGGCGCAAC
TCGCACGCAGGCAGTTGGTTCATCCAGGAATTGTGCAAGGTGATAAAGGCGGCGCAGGAGTCAGGCCGGCATCAC
GACGTGGCCTCACTATTGACAGTGGTGGCGCGCAAAGTGGCACTGCTCTACGAGTCGAACACAGGCCAGAGCGAC
TCCCACGGCAGTAAGCAGATGGTGAGCGTAAACTCCACACTTACCCGCAAGGCCTTCATCGT

Figura 17. Secuencia del inserto clonado en pGEM T Easy Vector (Promega). Se muestran en rojo
los cebadores utilizados y se subraya el residuo de Timina aportado por el vector de clonado.

A través del programa Gene Runner 3.05, la secuencia de ADN obtenida fue traducida, y con
ella se buscaron secuencias homalogas disponibles en el GeneBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/)
utilizando el algoritmo Basic Local Alignment Search Tool - standard protein (BLASTp). El
resultado del BLASTp retornd una proteina anotada como caspasa 3 de Echinococcus
granulosus, EgrG_000462900 (anteriormente: EgG_0010467200) lo que confirma la

identidad del fragmento clonado.

Se realizé un alineamiento a través del programa ClustalW que permitié comparar las
secuencias proteicas de caspasa3 entre los organismos que presentaban la mayor identidad
de secuencia: Homo sapiens (BC016926.2), Schistosoma mansoni (FJ905905.1), Gallus gallus
(NM_204725.1) y la de E. granulosus obtenida por nosotros. Los residuos del sitio activo

conservados entre las distintas especies se remarcan con color rojo en la siguiente figura.
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Figura 18. Alineamiento de la secuencia aminoacidica de caspasa3Eg. Se muestra la comparacioén de las
secuencias de caspasa3 entre E. granulosus y los siguientes organismos: Homo sapiens (BC016926.2),
Schistosoma mansoni (F1905905.1) y Gallus gallus (NM_204725.1). (x) representa identidad total de los
residuos. (:) indica posiciones en las que se han realizado sustituciones conservativas. (-) indica
posiciones en las que se han realizado sustituciones menos conservativas.

Utilizando la herramienta ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/) se pudo obtener
informacidn tedrica de los parametros de esta proteina. Se obtuvieron datos acerca de su
tamaino: 296 aminoacidos, su peso molecular de 32413.56Da, y su punto isoeléctrico
tedrico: 8.54. El programa también permite ver otras propiedades como los porcentajes de
su composicién aminoacidica, el tiempo de vida media estimado en distintos organismos y

su indice de estabilidad, entre otras.

3.3) Modelado molecular de caspasa3Eg

Se realizd la prediccion de la estructura proteica en 3D para caspasa3Eg por homologia
utilizando el software Bioinformatics Toolkit de Max Planck Institute for Developmental
Biology (http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred). Esta herramienta brinda una lista de

proteinas con homologia de secuencia a la proteina problema, y permite la seleccién manual
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de una de ellas para utilizar como templado del modelado. A través de una busqueda en el
Protein Data Bank, (www.rscb.org) la unica cristalografia de caspasa3 de helmintos
reportada hasta la fecha es la del nematodo Caenorhabditis elegans, con cédigo PDB: 4M9R.
La misma presenta una identidad de secuencia del 38,261% con la caspasa3Eg, por lo que
estd dentro de los parametros permitidos para usarla como molde (se considera factible si la

identidad de secuencia es >30%).

El modelo obtenido se muestra en la figura 19a, y fue analizado a través del programa
PyMOL Molecular Graphics System. En él se puede observar una cola de 41 aminoacidos
hacia el extremo N-terminal, que junto con los 39 aminodcidos faltantes en este dominio
como consecuencia del clonaje desde un cebador interno (ver seccién 2.1.7), conforman el
prodominio de 10kDa que es eliminado durante la activacion de la caspasa (ver seccion 1.2).
En la figura 18b, se puede visualizar el zimégeno luego de este primer clivaje en el residuo D
requerido para la maduracion de la caspasa, y se sefialan también los residuos que

conforman el pentapétido conservado del sitio activo QACRG.

Figura 19. Modelado molecular de caspasa3Eg. A) Se puede ver la estructura secundaria en
el modelo obtenido para el zimégeno procaspasa3 de E. granulosus. En rojo se sefiala el
residuo D donde la misma es clivada. B) Se visualiza la estructura secundaria obtenida para
caspasa3Eg. Se muestran en rojo los residuos conservados del sitio activo QACRG.
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A su vez, este programa también permite la superposicion de modelos estructurales en 3D,
de manera que puede visualizarse qué tanto se parece nuestro modelo al de otra proteina
homdloga. Para ello, le asigna un valor al pardmetro de identidad denominado Root Mean
Square Deviation (RMSD) que cuanto mas chico sea, refleja una mayor similitud estructural
entre ambos modelos. Para evaluar nuestro modelado se eligié la caspasa3 humana (PDB:
4QUO0) cuyo porcentaje de identidad de secuencia con caspasa3Eg es del 40.41%, y el RSMD

obtenido para esta superposicién fue de = 0.806.

Figura 20. Comparacion del modelo estructural de caspasa3Eg con caspasa 3 humana. Puede
observarse a la izquierda el modelo obtenido para caspasa3Eg, y a la derecha el solapamiento de la
misma (color verde) con caspasa3 humana (PDB: 4QUO, color celeste) obteniéndose un RMSD = 0.806

Si bien este modelo es una aproximacion a la estructura real de la proteina, es interesante
observar cdmo el solapamiento en las estructuras alfa hélice y hojas beta es mucho mas
consistente que en aquellas zonas donde hay loops. Esto llevd a realizar el mismo modelado
a través del servidor SWISS-MODEL (http://swissmodel.expasy.org/), el cual permite
visualizar de una manera mas facil los residuos que estan involucrados en la estructura
secundaria de la proteina. Los mismos se resaltan en la siguiente figura en amarillo si estan
implicados en estructuras hélice alfa y en celeste sin conforman hojas beta. Realizando la
comparacion con el alineamiento de la secuencia aminoacidica mostrado en la figura 19,
puede verse que para algunas zonas (se subrayan en la figura 21) la conservacién de los

residuos explicaria la conservacién de la estructura secundaria.
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GTTSPCQASPTLSKSVKPAEVTTGIGSGDGRRYLSEIELCDPDLGYPRVANPNNRSNPRGVCLLINQORDEDS
AKTGQERRDGTDVDADNIERTFIRCGYAVNRATNLTLRKMELLLDDVRSONHSKYDSFACVILSHGAEGIVY

ASDGTINVDRLIGYFRSDRCPTLAGKPKMEFIQACRGCKFDKGVTLSTDASSDSVLITKLPIEADIEVANST
FPGYYAWRNSHAGSWEIQELCKVIKAAQESGRHHDVASLLTVVARKVALLYESNTGQSDSHGSKQOMVSVNST
LTRKAFIV

Figura 21. Secuencia aminoacidica de caspasa3Eg. Se muestra en rojo el pentapéptido que
constituye el sitio activo y la histidina que también participa en la catdlisis. Se resaltan en
amarillo los residuos involucrados en hélices alfa y en celeste los que conforman las hojas beta.

3.4) Del vector de clonado al vector de expresion

La siguiente figura permite visualizar el esquema del vector de expresion elegido, con los
sitios de restriccidn para las enzimas con las que se trabajé: Ndel y Xhol. Se tuvo en cuenta
gue estas enzimas permiten la conservacion del sitio de unién al ribosoma (fundamental
para la expresion de la proteina) y que la insercion del gen caspasa3Eg queda en fase con la

expresion de la cola de histidinas en el C-terminal (fundamental para la purificacion de la

misma).
7 Flleﬂ'llleEF primer #E0348-3
Balli T7 promaoter ) lac operator Xbal rba
e | Bsph | pelE leader ezl Neal, BamH | EcoR | Sacl
oThes [k la s , AFred | an et .
Eagl Ava T signal peplidese
Sall  Hied il MNotl Xhal His=Tag Bprdi02 |
T7 terminator TT terminator primer #69337-3

pET-22b(+) cloning/expression region

Figura 22. Mapa de la region de clonado de pET22b(+) Vector (Novagen). Se pueden ver los sitios
de restriccidn para las enzimas Ndel y Xhol, el sitio de unidn al ribosoma (rbs) y la cola de histidinas

(HIs-Tag). Extraido de www.novagen.com.

Con el fin de evaluar la amplificaciéon por PCR del ADN plasmidico de pGEM T Easy-
caspasa3Egmodificada cON los cebadores F5 y R5, que contienen en sus extremos los sitios de

restriccion para Ndel y Xhol, se realizd una electroforesis en gel de agarosa al 1% en solucion
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amortiguadora TAE 1X. En el primer carril se observa el marcador de tamafio utilizado
GeneRuler 100 bp Plus DNA ladder (Fermentas). En el segundo carril se comprueba la
efectividad de la amplificacion para el gen caspasa3Eg, y en el tercero, el blanco de Ila

corrida que asegura no tener contaminantes.

Figura 23. PCR del ADN plasmidico pGEM T Easy-caspasa3Egmodificada cON cebadores F5 y R5.
Electroforesis en gel de agarosa 1%. [1] Marcador de tamano GeneRuler 100bp, Fermentas; [2]

producto de la PCR del ADN plasmidico caspasa3Eg; [3] producto PCR del control negativo.

El amplicon obtenido fue subclonado en pGEM T Easy Vector (Promega) a modo de obtener
un nuevo plasmido recombinante con la secuencia de caspasa3Eg modificada por la adicién
de los sitios de restriccion para Ndel y Xhol en sus extremos: pGEMT Easy-
caspasa3Egmodificada. El mismo fue digerido con dichas enzimas (ver anexo 1), y
posteriormente evaluado mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% en solucién

amortiguadora TAE 1X, cuyo resultado se muestra en la siguiente figura.
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PGEM TEasy VECtOr,.. sigess

Figura 24. Digestion del plasmido pGEMTEasy-caspasa3Egmodificada. Electroforesis en gel de
agarosa al 1%. [1] Marcador de tamaio GeneRuler 100bp, Fermentas; [2] pGEM T Easy-
caspasa3Egmodificada digerida con Ndel y Xhol [3] Control pGEMTEasy-caspasa3Egmedificada Sin digerir.

Puede verse que el plasmido pGEMTEasy-caspasa3Egmodificada digerido, liberd el inserto a la
altura esperada para caspasa3Eg, banda que fue recortada y purificada para su posterior
ligacion a pET22b(+). Plasmido sin digerir pGEMTEasy-caspasa3Egmodificada fue sembrado a

modo de control pudiéndose distinguir sus distintas conformaciones circular y lineal.

Como se explicd en la seccion metodologia, se realizaron varias digestiones en paralelo del
vector pET22b(+) con Ndel y Xhol, purificAndose todas las bandas en la misma columna del
Quick gel Extraction Kit #K210012 (Invitrogen). De este modo, se obtuvo un mejor
rendimiento y concentracidn del vector en su conformacién lineal y con extremos aptos
para clonar el nuevo amplicdn de caspasa3Eg. Las digestiones fueron visualizadas en gel de
agarosa al 1% en solucién amortiguadora TAE 1X sembradas en los carriles 2-6, y utilizando
como referencia el marcador de tamafio GeneRuler 1kb DNA Ladder (Fermentas) y plasmido

sin digerir.
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Figura 25. Digestion del vector pET22b(+) con Ndel y Xhol. Electroforesis en gel de agarosa
1%. [1] Marcador de tamafio 1kb DNA ladder (Fermentas); [2], [3], [4], [5]y [6] pET22b(+)
digerido por Ndel y Xhol; [7] pET22b(+).

A través del equipo NanoDrop (Thermo Scientific), se realizé la cuantificacion del ADN tanto

del vector como del amplicon digeridos, llegdndose a las siguientes concentraciones:

[PET22b(+)]iinear: 21.4 ng/ulL

[amplicén caspasa3Eg]: 62.3 ng/ul

Luego de la reaccién de ligacidn, transformacién de células DH5a de E. coli y los precultivos
correspondientes, se realizd la extraccién del ADN plasmidico para analizar los clones
obtenidos. Se realizé la digestidon del ADN plasmidico con las enzimas Ndel y Xhol, la cual fue
evaluada mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% en solucién amortiguadora TAE

1X.
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Figura 26. Digestion del ADNpET22b-caspasa3Eg por Ndel y Xhol. Electroforesis en gel de
agarosa 1%. [1] Marcador de tamafio 1kb DNA ladder, Fermentas; [2] ADNpET22b-casp3Eg digerido

por Ndel y Xhol. Se seiala el inserto liberado por la digestion.

Al comprobar que se liberaba un inserto por debajo de la altura de 1000pb, el ADN
plasmidico fue enviado al Servicio de Secuenciacion del IP para su identificacion. El informe
recibido permitié confirmar que la banda clonada corresponde a caspasa3Eg con la siguiente

secuencia nucleotidica de 949pb que se muestra a continuacioén.

ATACATATGGGGACGACGTCACCGTGCCAGGCCTCACCGACGCTTTCGAAAAGCGTTAAGCCGGCAGAAGTGACA
ACAGGAATCGGAAGTGGTGATGGACGAAGATACCTCAGCGAGATTGAGCTCTGCGACCCTGACCTTGGATACCCG
CGGGTGGCGAACCCTAACAATCGTAGTAATCCGCGCGGTGTCTGCCTCCTCATCAACCAGCGCGATTTTGATTCA
GCCAAGACCGGGCAGGAGCGCCGTGACGGCACCGATGTCGATGCGGACAATATCGAACGCACTTTTATTCGCTGT
GGCTACGCTGTTAACCGCGCTACCAATCTCACGCTCCGAAAAATGGAGCTTCTTCTTGATGACGTGCGATCGCAG
AACCACAGTAAGTACGACAGCTTCGCTTGCGTCATCCTTAGCCACGGCGCTGAGGGGATTGTCTACGCCTCCGAC
GGGACCATCAACGTTGATCGTCTCATCGGATACTTCCGCTCCGATAGGTGCCCTACCCTCGCTGGCAAACCAAAA
ATGTTCTTTATTCAGGCCTGCCGAGGCTGCAAGTTCGATAAAGGTGTCACTCTCTCTACGGATGCTAGCTCGGAC
TCTGTGCTTATCACAAAGCTCCCCATCGAGGCCGACATCTTCGTCGCTAACTCAACCTTTCCCGGTTACTACGCT
TGGCGCAACTCGCACGCAGGCAGTTGGTTCATCCAGGAATTGTGCAAGGTGATAAAGGCGGCGCAGGAGTCAGGC
CGGCATCACGACGTGGCCTCACTATTGACAGTGGTGGCGCGCAAAGTGGCACTGCTCTACGAGTCGAACACAGGC
CAGAGCGACTCCCACGGCAGTAAGCAGATGGTGAGCGTAAACTCCACACTTACCCGCAAGGCCTTCATCGTTCTC
GAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAA

Figura 27. Secuencia nucleotidica para caspasa3Eg. En rojo los cebadores utilizados, en azul los sitios
de reconocimiento de las enzimas de restriccién y en verde la secuencia que codifica para His-tag.
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La misma fue traducida en el programa www.expasy.org obteniéndose la siguiente
secuencia aminoacidica, que también fue analizada en la base de datos de Echinococcus
granulosus (www.genedb.org) identificAndose como caspasa3. Tiene un total de 307
aminodcidos, de los cuales los primeros tres fueron aportados por el cebador F5, el cual
incluye la metionina inicial. Los ultimos seis residuos, se corresponden al tren de histidinas
aportado por el vector pET22b(+) y los dos anteriores a estos, se corresponden con los
codones para el sitio de restricciéon de Xhol agregados por el cebador R5. Finalmente, 296
aminoacidos son los que se corresponden con 100% de identidad a la caspasa3Eg de la base

de datos.

THMGTTSPCOASPTLSKSVKPAEVTTGIGSGDGRRYLSEIELCDPDLGYPRVANPNNRSNPRGVCLLINQRDEFDS
AKTGQERRDGTDVDADNIERTFIRCGYAVNRATNLTLRKMELLLDDVRSQNHSKYDSFACVILSHGAEGIVYASD
GTINVDRLIGYFRSDRCPTLAGKPKMFFIQACRGCKFDKGVTLSTDASSDSVLITKLPIEADIFVANSTEPGYYA
WRNSHAGSWEFIQELCKVIKAAQESGRHHDVASLLTVVARKVALLYESNTGQSDSHGSKOMVSVNSTLTRKAFIVL
EHHHHHH

Figura 28. Secuencia aminoacidica obtenida de caspasa3Eg recombinante. Se muestran en rojo
los aminoacidos que codifican los cebadores F5 y R5, y en verde el His-Tag. Se subraya también la
metionina inicial.

3.5) Induccidn de la expresion de caspasa3Eg

La siguiente tabla esquematiza las condiciones de los distintos ensayos realizados en las

células BL21(DE3)PLySs de E. coli.

t (hrs) de induccién T (2C) de induccién [IPTG] (mM) Medio de cultivo

4 37 0.5 LB
12 37 - ZYM
ON 20 - ZYM

Tabla 1. Condiciones de induccién de la expresién en células BL21(DE3)P1LySs de E. coli

Como se explicé en la seccidn metodologia, las alicuotas FO, ET, Fsol y Fins de cada ensayo
realizado en las células BL21(DE3)PLySs de E. coli, fueron analizadas por SDS-PAGE no

observandose induccién de la expresidn en ninguna de estas condiciones.
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En la induccidn realizada en el medio autoinductor ZYM a 202C ON, se observé una banda
tenue en la fraccion insoluble a la altura de 36 kb seguin el marcador de peso molecular
utilizado, PageRuler prestained protein Ladder 10-180 kDa (Thermo). La misma fue
recortada y mandada al servicio de espectrometria de masa de la Unidad de Bioquimica y
Protedmica analitica del IP (UByPA) para su identificacién. Mientras tanto, un WB fue
realizado utilizando un anticuerpo a-histidinas con el fin de detectar la proteina
recombinante, pero no se obtuvieron resultados concluyentes. El informe recibido confirmd

gue la banda correspondia a una proteina de E. coli reportada como “Chain A, Ompf Porin”.

Protein sequence coverage: 46%

Matched peptides shown in bold red.

Masa mol. Proteina identificada por EM Masa

en el gel mol.
(kDa.) tedrica
(kDa.)
16 “Chain A, Ompf Porin"de Eschericlhia coli 6

Figura 29. Resumen del resultado otorgado por el UByPA. A modo ilustrativo, se muestra la
identificacion por mapeo peptidico luego de la digestidn por tripsina.

En base a los resultados obtenidos, fue necesario estudiar mas a fondo el sistema de
expresion que estaba siendo utilizado a través de un andlisis del uso raro de codones. A
través del programa Graphical Codon Usage Analizer, se analizd la secuencia para
caspasa3Eg en E. coli, encontrandose 1 solo codén de uso raro, que codifica para la
Leucina256. Luego de transformar la cepa Rosetta de E. coli con el plasmido recombinante
PET22b(+)-caspasa3Eg, dado a que la cepa aporta ARNt para el codén CUA, codificante para
leucina, se realizé la induccion de la expresién en el medio de cultivo TB (ver seccién 2.5.4).
Las alicuotas obtenidas FO, ET, Fsol y Fins en este ensayo, fueron analizadas por SDS-PAGE al
15%. Como lo muestra la siguiente figura, no resulté posible discriminar si hubo induccion

entre las bandas obtenidas, por lo que se procedid a la purificacidn de cada fraccion.
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Figura 30. Analisis de las alicuotas obtenidas luego del procesamiento del cultivo de la
cepa Rosetta de E. coli transformada con pET22b-caspasa3Eg. Electroforesis en gel de
poliacrilamida al 15%. [1] Marcador de tamafio PageRuler, ThermoFisher; [2] fraccidn sin inducir;
[3] extracto total inducido; [4] fraccion soluble [5] fraccidn insoluble.

3.6) Purificacion de caspasa3Eg

Partiendo de la base de que la proteina caspasa3Eg fue construida utilizando un vector que
le aportaria una cola de histidinas, se realizé la purificacién de la misma a través de una
cromatografia de afinidad utilizando una resina cargada con Niquel. Luego de realizar la
elucién de la proteina con imidazol 500mM tal como se describe en metodologia, las
fracciones fueron visualizadas mediante una SDS-PAGE al 15%. En la figura siguiente se
observa la fraccion soluble purificada, cuyo analisis por el servicio de espectrometria de

masa del UByPA confirmo la identidad de caspasa3Eg con una cobertura del 67%.

35kDa

18kDa -

Figura 31. Cromatografia de afinidad para Fsol. SDS-PAGE al 15%. [1] Percolado de la fraccién
soluble; [2] Marcador de tamafio PageRuler ThermoFisher; [3 - 13] alicuotas de la elucion de la
cromatografia de afinidad para la fraccion soluble con imidazol 500mM. La flecha indica las bandas
presuntivas de caspasa3Eg con una masa molecular por debajo de 35 kDa.
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El informe del UByPA recibido, corroboré de forma mds exacta los datos previamente
obtenidos por el andlisis del servidor ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/) en
cuanto al peso molecular de la proteina recombinante: 32.39 kDa y de su punto isoeléctrico

8,53.

Espectrode masa obtenido en modo reflector positivo Sequence Coverage: 67%

Matched peptides shown in Bold Red

- 1 GTTSPCQASF TLIFSVEFAE VITGIGSEDG RRYLSETELC DFDLGYFRVA
51 HPHHRSNFRG VOLLINQRDF DSAKTGOERR DGTDVDADNHI ERTFIRCGYR
101 VHRATHLTLE EMELLLIMWE SOMHSKYDSF ACVILSHGAE GIVYASDGTL
151 NVDFLIGYFR SDRCPTLAGE PEMFFIOARCR GCEFDEGVTL STDASSDSVL

. 201 ITELPIEADI FVANSTFPGY YAVENSHRGS WETQELCENVI FARQESGRHH

251 DVASLLTVVA REVALLYESH TGOSDEHGSE OMVEVHSTLT BEAFIV

Masa mol. Proteina identificada por EM
f en el gel

Figura 32. Seccion del informe entregado por el UByPA. A modo ilustrativo se muestra el espectro
de masa obtenido en modo reflector positivo, el mapeo peptidico luego de la digestion con
tripsina con una cobertura del 67% y el resumen del analisis confirmando la identidad de
caspasa3Eg.

Como se explica en materiales y métodos, la muestra fue posteriormente purificada por
cromatografia de intercambio iénico. Luego de concentrarla mediante la columna Spin-X
UF500 concentrator (LifeSciences), fue sembrada en un gel de poliacrilamida al 15%. Sin

embargo, puede observarse que la purificacién aun deja algunos contaminantes.
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35kDz

Figura 33. Cromatografia de intercambio idnico para Fsol. SDS-PAGE al 15%. [1] Marcador de
tamario Protein ladder, ThermoFisher; [2] eluido de la columna de intercambio idnico. La flecha

indica capasa3Eg.

Métodos de purificacion aun mas estrictos fueron planteados para futuros ensayos y se

discuten a continuacion.
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4.DISCUSION DE RESULTADOS

El propdsito del presente trabajo fue estudiar el gen caspasa3 del parasito E. granulosus,
como etapa inicial para futuras investigaciones en el proceso apoptético de este organismo.
Para ello se logrd realizar la purificaciéon del ARN proveniente de protoescélex de E.
granulosus, permitiendo obtener el material de partida necesario para desarrollar los
objetivos planteados. La obtencién del ADNc para caspasa3Eg fue alcanzada con éxito a
partir de cebadores complementarios a una region interna del gen, lo que atribuimos a un
mejor posicionamiento de la enzima utilizada en ese entorno de la secuencia. La eleccion de
la Tag polimerase (Invitrogen) fue realizada no solo por ser una enzima termoestable
adecuada para la PCR, sino que también porque genera ADNs con una adenina terminal no
apareada en el extremo 3’, lo cual resultd ventajoso al facilitar su ligacidn en el vector pGEM

T Easy (Promega).

En cuanto al clonaje del gen caspasa3Eg en el vector pET22b(+) (Novagen), fue posible
verificar su identidad y que el inserto se encontraba en el marco de lectura correcto para su
posterior traduccién, en base al resultado otorgado por el Servicio de Secuenciacién del IP.
A través de un estudio bioinformatico de la secuencia nucleotidica traducida se pudo
evaluar mediante un alineamiento, la homologia de caspasa3 entre distintas especies. La
similitud entre las secuencias junto con la prediccién de la estructura secundaria revelan los
aspectos evolutivos de la sefalizacion apoptética, presumiblemente, la conservacion de la
secuencia aminoacidica conduce a la conservacion de la funcion. Esto se manifiesta para
caspasa3 principalmente en la conservacion del pentapéptido que conforma el sitio activo
de la enzima, y para la familia de caspasas en general, en la presencia de al menos seis alfa
hélices que componen los dominios CARD y DED (Hoffman et al., 1997). La visualizacion del
modelo obtenido en 3D, permite apreciar la estructura secundaria de la proteina dando una
pauta de como se disponen en el espacio las hélices alfa y las hojas beta. Si bien es una
aproximacion a la estructura real de la proteina, su comparacién con la estructura de otra
caspasa ya cristalizada resultd en un muy buen alineamiento estructural, lo que deja

suponer que nuestro modelo no se aleja tanto de la realidad.
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Si bien aun no existe un protocolo universal para llegar a la expresién y solubilidad éptimas
de una proteina recombinante, la experiencia ha demostrado que mediante la variacion de
las condiciones del experimento, se logran importantes cambios en los resultados. A modo
de ensayo y error, los primeros parametros que se deben evaluar son el medio de cultivo,
temperatura de/y post-induccidn, y el organismo huésped utilizados (Papaneophytou et al.,
2013). En base a esto fue que se realizaron diversas pruebas de induccién en la cepa
BL21(DE3)PLySs de E. coli, pero como se describié previamente, ninguna de esas

condiciones resulté eficaz en dicha cepa.

Como la cepa BL21(DE3)PLySs de E. coli es deficiente en las proteasas que poseen la triada
catalitica Ser-Asp-His: OmpT y Lon, (Soresnsen et al., 2004) y ademas, en el protocolo de
trabajo se incluia el inhibidor de proteasas PMSF, seria poco probable que la proteina
expresada pudiera degradarse. Sin embargo, algunos autores afirman que cuando caspasa3
es expresada en E. coli la misma sufre autoprotedlisis (Stennicke et al., 1994; Kang et al.,
2008). En sus trabajos publicados, se pueden observar geles de poliacrilamida con dos
bandas asociadas a las subunidades pl10 y p20, confirmando posteriormente el
autoprocesamiento de las caspasas. En nuestros resultados, como puede observarse en la
figura 30, hay una banda a la altura de 32kDa correspondiente a caspasa3Eg integra, pero
también se observan dos bandas de menor intensidad, que por la altura en que se
encuentran, podrian atribuirse a las dos subunidades de caspasa3 procesada (12kDa y 17
kDa). Esto implica que existe la probabilidad de que cierta cantidad de proteina expresada
esté siendo autoprocesada, lo que deberia confirmarse mediante un analisis de las bandas
por espectrometria de masa, pudiendo ser la causa de los bajos niveles de proteina

recombinante recuperada.

Por otra parte, el 80% de las proteinas cuya elucidacion estructural esta publicada en el PDB
(www.rcsb.org) fueron preparadas en cepas de E. coli. En su mayoria, han sido expresadas
en base al sistema conformado por el vector pET - T7 (Novagen), el cual provee los factores
esenciales para lograr la expresién de proteinas recombinantes (Sorensen et al., 2004).
Desde el punto de vista del vector, este plasmido incluye un gen de resistencia a antibidtico,
es de alto numero de copias, y contiene el sitio de unién al ribosoma con la secuencia Shine-

Dalgarno corriente arriba del sitio de policlonado. Tiene un fuerte promotor transcripcional
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inducible, capaz de producir la proteina de interés entre un 10 y 30 % en exceso frente al
total de las proteinas celulares y minimizar la transcripcién basal. Ademads, posee
terminadores de la transcripcidn unos pares de bases corriente arriba de f1, que impiden la
transcripciéon a través del origen de replicacion (ver figura 10). Esto refuerza la estabilidad

del plasmido, a la vez que previene la expresion a partir de otros promotores irrelevantes.

Sin embargo, existen otros factores que escapan a la efectividad general de este sistema,
gue tienen que ver con el transcripto del gen de interés, y con la compatibilidad de la
secuencia a ser expresada y el surtido de ARNt que ofrece la cepa de E. coli que estd siendo
utilizada. Por un lado, la rdpida degradaciéon del ARNm puede comprometer la produccion
de la proteina. Esto llevd al desarrollo de algunas estrategias que implican la adicién de
secuencias especificas en regiones no codificantes del ARNm que potencien la formacion de
bucles en sus extremos aumentando la estabilidad del transcripto. Por otro lado, se ha
demostrado que la presencia de codones en la secuencia de interés que son de uso raro por
la cepa elegida, afectan la eficiencia de la traduccidon (Hanning et al., 1998). Esto se debe a
que el ribosoma se frena por falta de ARNs de transferencia provocando errores de
sustitucion aminoacidica, o enlentece la reaccion, o incluso termina prematuramente la

sintesis proteica (Sorensen et al., 2004).

En este sentido, fue realizado el andlisis del uso de codones raros a través del servidor
Graphical Codon Usage Analizer (http://gcua.schoedl.de/), detectandose la presencia de un
coddén “CTA” en la posicion 256 de nuestra secuencia que codifica para leucina y cuya
frecuencia de uso por la cepa elegida es menor al 20%. Por esta razdn, fue transformada con
el vector de expresidon recombinante pET22b(+)-caspasa3Eg, la cepa Rosetta de E. coli,
sabiendo que esta aporta mediante un plasmido, ARNs de transferencia para algunos
codones, entre ellos, el codificante para la leucina. Sin embargo, debemos resaltar que si
bien aun no han sido halladas las condiciones dptimas de expresién, caspasa3Eg fue

obtenida y en estado soluble.

El Servicio de Optimizacion de GenScript (genscript.com/codon_opt_pr.html), ofrece un
analisis mas exigente del uso de codones raros a través del algoritmo de optimizacién

OptimumGene™, el cual tiene en cuenta factores criticos en la sintesis de proteinas como
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son: la adaptabilidad al uso de codones del huésped, el contenido GC, la formacién de
posibles estructuras secundarias del ARNm y su estabilidad, y elementos en cis reguladores
de la transcripcién y la traducciéon. Mediante dicho servicio pudimos obtener informacién
sobre el indice de adaptacidon de codones: La adaptabilidad relativa de un coddn, es la
relacion entre la frecuencia observada de ese coddn y la frecuencia del codéon mas
abundante para el mismo aminodcido (Behura S.K., 2013). El Codon Adaptation Index (CAl)
es la técnica mds usada para analizar el sesgo en el uso de codones y se define como la
medida geométrica de los valores de |la adaptabilidad relativa de codones individuales, a lo
largo de la secuencia del gen medido en codones (Jansesn et al., 2003; Sharp et al, 1987). La
posibilidad de tener un alto nivel de expresién de proteinas esta correlacionada con el valor
de CAl: un CAIl de 1.0 es considerado ideal, mientras que mayor a 0.8 se considera bueno
para expresar en ese organismo; cuanto mas bajo el nimero, es mas probable que sea baja
la expresién. La siguiente grafica muestra que el CAl para caspasa3Eg expresada en E. coli es

de 0.65, lo que podria estar explicando los bajos niveles de expresién obtenidos.

Codon Adaptation Index (CAI)

Escherichia

Relative Frequency
o 0282828 2388%

Relative Position of codons

CAl : 0.65

Figura 34. Distribucion de la frecuencia del uso de codones a lo largo de la secuencia del gen

caspasa3Eg en E. coli.

Este algoritmo también realiza una distribucién porcentual de los codones requeridos por la
secuencia a ser expresada, en grupos de codones de calidad adecuada asignando el valor
100 para el coddn usado con mas frecuencia para un aminoacido dado por la cepa huésped,

mientras que considera codones de baja frecuencia si su valor es menor a 30%. El informe
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obtenido para la expresion de pET22b(+)-caspasa3Eg en E. coli, muestra que hay un 9% de
los codones requeridos por caspasa3Eg que son de baja frecuencia segun el valor umbral
establecido, que si bien parece un numero pequefio en el conjunto de los factores a tener
en cuenta sigue siendo una desventaja.

Codon Frequency Distribution(CFD)

Escherichia

Fercentage of Codons

0-10 11-20 21-30 J-d40 41-%0 S1-60 €1-70 TFi-G00 G1-90 91-100

Figura 35. Distribucion porcentual de frecuencia del uso de codones de la secuencia nucleotidica
caspasa3Eg. Se asigna el valor 100 al coddn con la frecuencia de uso mas alta para un aminoacido

dado en el organismo de expresion deseado.

Por otra parte, la estabilidad del ARNm esta vinculada al porcentaje de guaninas y citocinas
presentes en la secuencia, ya que estas bases establecen tres enlaces de hidréogeno entre
ellas, lo que ofrece una resistencia mayor frente a una posible ruptura. La siguiente grafica
representa el andlisis del contenido GC en la secuencia para caspasa3Eg en una distribucion
porcentual. Se considera que cualquier pico fuera del margen 30-70% puede afectar tanto la
transcripcidon como la traduccion, pero para este caso 55,7% es un buen promedio de

contenido GC, por lo que en este aspecto la secuencia seria propicia para expresarse en el

sistema heterdlogo.
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GC Content Adjustment
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Figura 36. Distribucién porcentual del contenido GC de la secuencia nucleotidica de caspasa3Eg.

Por lo tanto, las razones que explicarian el bajo rendimiento obtenido para caspasa3Eg,
estarian perfiladas a la influencia del uso de codones por la cepa elegida como hospedero.
Para mejorar esto, se podria recurrir al servicio de optimizacion de secuencia brindado
también por GenScript, que no solo mejoraria los parametros recién analizados, sino que
también optimizaria las condiciones para evitar la formacién de estructura secundaria del

ARNmM asi como del plegamiento proteico.

En cuanto a la purificacién de caspasa3Eg, la cromatografia de afinidad por idn metalico
inmobilizado (IMAC), suele presentarse como una técnica sencilla y eficiente para la
purificacién de proteinas. La columna elegida y empaquetada con una resina de Niquel-
acido nitrilotriacético, permitid la interaccidn entre el Niquel y la cola de histidinas de la
caspasa3Eg. Si bien la cromatografia fue eficiente y a través de una SDS-PAGE se pudo ver la
banda correspondiente a caspasa3Eg, la elucion mostré al menos cuatro proteinas mas
aungque en menor cantidad, que se adhirieron a la resina. Estas bandas sera conveniente
analizarlas por espectrometria de masa teniendo en cuenta que dos de ellas por su masa
molecular, podrian corresponder a caspasa3Eg procesada. De cualquier forma, fue
replanteado el sistema de purificacion, encontrandose un trabajo de Kang H. J. et al., 2008,
en donde obtienen un mejor rendimiento de la purificacién de caspasa3 utilizando resinas
de cobalto. En el laboratorio esperamos adquirir este tipo de resina a la brevedad y poder

realizar este ensayo con el fin de mejorar nuestros resultados.
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De igual manera, el nivel de purificacién alcanzado, permite proceder hacia la obtencion del
suero a-caspasa3Eg, ya que el mismo podra ser depletado de proteinas de E. coli por
incubacion con un extracto, logrando asi una mayor especificidad en los futuros estudios de
inmunolocalizacion. Contar con un anticuerpo de este tipo, permitird estudiar la expresion
espacio-temporal de caspasa3 en los diferentes estadios del parasito. Esto tendra relevancia
biomédica en base a la correlaciéon negativa que ha sido hallada entre la apoptosis y la

fertilidad de los quistes.

La presencia de parasitos o la deposicion de derivados parasitarios en los tejidos durante un
largo tiempo, es un factor crucial en la carcinogénesis inducida por helmintos debido a la
inflamacién crénica que generan. Células inflamatorias como macréfagos o eosindfilos,
generan radicales libres y especies reactivas del nitrdgeno en respuesta a infeccién
parasitaria. Estos productos pueden oxidar, dafar e iniciar mutaciones en el ADN, que
conducen a una inestabilidad del genoma pudiendo resultar en una transformacién maligna
de la célula. El dafio repetitivo en el tejido causado por la presencia continua del pardsito, o
de sus huevos, o de sus productos secretados, conducen a hiperplasia restaurativa del
tejido. Esto podria promover la propagacién de células en las que ADN ha sido danado, por
lo que es cuestién de tiempo o de un nuevo evento genotdxico el inicio del desarrollo de un

tumor (Vennervald et al., 2009).

Se cree que un 25% de los casos de cancer a nivel mundial, tienen su origen en infecciones
recurrentes u otras condiciones de inflamacion crdnica. Infecciones crénicas con virus,
bacterias y parasitos, contribuyen al 17,8% de las causas del cancer, y se estima que habria
un 26.3% menos de casos de cancer en paises en desarrollo, si estas infecciones fueran
prevenidas o tratadas (Vennervald et al., 2009). Aunque el cdncer como consecuencia de
infeccidn crénica con helmintos es una proporcién relativamente pequeiia dentro de estos
pardmetros, no deja de ser un grupo importante debido a que el numero de personas

expuestas o infectadas a nivel mundial es muy alto.

Sin embargo, resulta controversial que en los ultimos afios, diferentes grupos de
investigacién reportaron de manera independiente una correlacién negativa entre algunas

infecciones parasitarias y una transformacion celular maligna. Gran parte de estos estudios
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se basan en que muchos helmintos secretan glicoconjugados cruciales para el
establecimiento del pardsito en el hospedero. Presumiblemente, estas secreciones exponen
antigenos similares a los que podrian encontrarse en células tumorales, por lo que se podria
dar una respuesta inmune de reactividad cruzada efectiva contra las células cancerigenas.
De esta manera, la respuesta inmunitaria contra la infeccién del pardsito resultaria en un

efecto protector frente a una célula cancerigena (Osinaga, 2007).

En estudios de pacientes con hidatidosis, enfermedad causada por la infecciéon con el
parasito E. granulosus, se observé que la prevalencia del cdncer era significativamente mas
baja que en individuos control. Evidencias de una similitud antigénica entre este parasito y
algunos tipos de tumores explicaron este resultado, mostrando antigenos de E. granulosus
gue participaban en la induccidn de una respuesta inmune de reactividad cruzada que seria
efectiva contra el crecimiento del cancer (Berriel et al., 2013; Akgul et al., 2003). Al igual que
todos los platelmintos de la clase cestoda, E. granulosus es un parasito cuyo ciclo biolégico
presenta un estadio larvario y un estadio adulto, y en ambos han sido detectados este tipo
de antigenos (Osinaga, 2007). En este sentido, se abre una nueva perspectiva de
investigacion, para la cual conocer los fendmenos implicados en el desarrollo biolégico del

parasito resulta fundamental.
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5.CONCLUSIONES y PERSPECTIVAS

De acuerdo a los ensayos realizados y los resultados obtenidos, puede concluirse que se
logré la identificacion, clonado y expresidon del gen que codifica para caspasa3 de E.
granulosus. Queda de manifiesto la necesidad de profundizar en el conocimiento de las
condiciones déptimas para la expresion de la proteina caspasa3Eg y verlo plasmado en la
obtencién del anticuerpo que permitird realizar los estudios de inmunolocalizacidn. De esta
manera sera posible conocer el modo en que caspasa3Eg acompafia los fendmenos
apoptoticos que sufre la célula asociada al corpusculo calcareo, puntapié disparador de esta
investigacion. Se abre entonces un extenso panorama de trabajo a corto y largo plazo, en el

cual destaco dos dreas a desarrollar en el laboratorio préximamente.

Por un lado, es de nuestro interés medir la actividad de la enzima recombinante caspasa3Eg.
Para esto contamos con dos ventajas, la primera es que la enzima fue obtenida en estado
soluble y la segunda es que contamos con un kit comercial de aplicacién relativamente
sencilla. Un trabajo similar a este, fue realizado por Paredes et al., y publicado en el 2007, en
el cual muestras de la membrana germinativa de quistes hidaticos fueron procesadas vy
estudiadas con el kit Caspase 3 Assay Kit (Promega). Este, contiene un inhibidor de caspasa 3
Z-VADFMK (Z-Val-Ala-Asp-fluoromethyl- ketone) y un sustrato en solucién amortiguadora N-
Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-p-nitroanilide (Ac-DEVD-pNA) 10mM, que al ser clivado por
caspasa3 produce un color amarillo que puede ser medido a A= 405nm. Luego de la
incubacién de la muestra con y sin el inhibidor de caspasa 3, las diferencias en la
absorbancia permitieron medir la actividad de caspasa3 y expresarla como actividad
especifica en relacién a picomoles pNA liberados/mg/h (Paredes et al., 2007). En base a este
trabajo, se pretende realizar también medidas de actividad enzimatica de caspasa3Eg en
protoescolex de E.granulosus, a modo de estudiar su expresién en esa fase del estadio

larvario.

Por otro lado, para la obtencidon de suero reactivo contra la proteina recombinante
previamente purificada, se recurrird al servicio de la Unidad de Biotecnologia del Polo
Tecnoldgico de Pando (UdelaR). El anticuerpo obtenido sera evaluado por Western blot con

extractos proteicos totales de protoescélex, y con la proteina recombinante que le dio
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origen. Asimismo, se realizardan estudios histolégicos por inmunofluorescencia, que
permitan visualizar la distribuciéon de caspasa 3, prestando especial atencién en el estado

larvario a la célula asociada al CC de E. granulosus durante la maduracién del protoscélex.

Para los estudios de inmunolocalizacién, el material parasitario sera fijado en PAF al 4% y se
incluird en paraplast. Se obtendran secciones de 5-7 um que seran deparafinadas vy
rehidratadas en etanol 100 a 25%. Posteriormente, serdn tratadas con solucién de bloqueo
[0.1% Tween 20, 5% (w/v) BSA, 1% suero de caballo inactivado por calor, 2% (w/v) glicina en
PBS] durante 45 minutos e incubadas overnight a 4°C con el suero anti-caspasa3 diluido
1/500 en solucién de bloqueo. Luego las secciones seran lavadas en PBS e incubadas con
anticuerpo de conejo conjugado a fosfatasa alcalina durante 1,5 hrs a temperatura
ambiente. Luego seran nuevamente lavadas con PBS y se realizard el revelado utilizando 5-
bromo-4-cloro-3-indolyl-phosphate (BCIP) y nitro-blue-tetrazolium (NBT) como sustratos.
Las secciones seran examinadas mediante microscopia fotdnica y las imagenes seran
capturadas no mas de 24 horas luego de la tincidn. El control se hara con suero preinmune

en las mismas condiciones.

En definitiva, en este trabajo se han generado herramientas que permitirdn continuar con
esta linea de investigacidn. Si bien hasta el momento no esta descrito el proceso de muerte
celular programada en E. granulosus, los datos de sus secuencias gendmicas que revelan la
presencia del gen que codifica para caspasa3, que ahora sabemos que se expresa en el
estadio de protoscdlex, y del gen para caspasa 8 (www.genedb.org), nos sugiere la
existencia de una via apoptética, que de acuerdo a lo planteado en la Introduccién
corresponderia a una via de tipo extrinseca con la caspasa 8 como iniciadora y la caspasa 3
como ejecutora del proceso. Se espera que la continuacion de estos estudios consoliden

esta hipdtesis enmarcada en la conservacidon evolutiva de la apoptdsis en los metazoarios.
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ANEXOS

7.1) ANEXO 1: PROTOCOLOS

- Precipitacién de ADN plasmidico
1/10 del volumen original de ADN, de acetato de sodio 3M.
2 ¥ volumenes de EtOH 100% frio. Se deja precipitando ON
Centrifugacion a alta velocidad durante 30 minutos. Se descarta el SN.

Se lava el pellet con EtOH 70% y se deja secar. Resuspender en H,0 milliQ.

- PCR

La siguiente tabla describe los componentes del mix que se prepara:

Concentracion final Volumen Componentes
1X 5ul 10X PCR soluciéon amortiguadora (minusMg)
0.4 mM c/u 2 ul 10 mM mezcla de dNTP
0.4 mM 2 ulL 50 mM MgCl,
0.4 uM c/u 2ulc/u mezcla de cebadores
- 2.5uL ADN molde
5U lul TagDNApolimerasa
- csp 50 uL H>0 milliQ

Se programa el termociclador para 35 ciclos de: 949C durante 30 segundos, 582C durante 30
segundos y 722C durante 30 segundos, agregando una desnaturalizacion inicial a 949C y una

extension final de 722C de cinco minutos cada una.

- Ligacién en pGemT Easy Vector

ng de vector x tamarnio del inserto en kb x inserto:vector relacion molar = ng de inserto

tamano del vector en kb
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relacion molar optimizada para este vector:
inserto:vector = 3:1
50.0,8.3 =40 ngdeinserto

3 1

Por tanto se mezclan:

5 ulL soluciéon amortiguadora 2X T4 Ligasa (Promega)
1 uLpGemTEasy Vector (50ng/ul) (Promega)

4 uL ADN (10 ng/ul)

1 uL T4 Ligasa (3U/mL) (Promega)

- Ligacién en pET22b(+)
4 uL ADN (~15ng/ulL)
1 uL T4 Ligasa (3U/mL) (Promega)
5 ul soluciéon amortiguadora 2X T4 Ligasa (Promega)

1 ulL pET22b(+) (~20ng/ulL) (Novagen)

- Transformacion en células DH5a de E. coli
Descongelar una alicuota de 100 ulL de células DH5a de E. coli
Mezclar suavemente la mezcla de ligacidon
incubar 30 minutos en hielo
Realizar un choque térmico de 30 segundos a 429C
Incubar 2 minutos en hielo
Agregar 500 uL LB
Dejar 1 hora en agitador a 37°C.

Sembrar en placas LB + Ampicilina 100mg/mL

- Minipreparacion alcalina de plasmidos
Centrifugar el precultivo a maxima velocidad 1 minuto. Descartar el sobrenadante.
Resuspender el pellet en 1 mL solucidén amortiguadora SET [sacarosa 20g; TrisHCI 1M pH7,6
5mL; EDTA 0,5M pH8 10mL; H20 milliRo csp 100mL]. Vortexear durante 1 minuto.

Centrifugar a maxima velocidad 1 minuto. Descartar sobrenadante.

71



Resuspender el pellet en 150 uL de solucidn amortiguadora SET. Agregar 10 ulL de solucién
amortiguadora RNasa [RNasa pancreatica 10 mg/mL, acetato de sodio 0,1 M, EDTA 0,3M
pH4.8, Incubado a 802C para inactivar DNasas]. Vortexear durante 1 minuto.

Agregar 350 ulL de mezcla litica de no mds de dos semanas de antigliedad [SDS 10% 5mL,
NaOH 10N 1mL, H,0 milliRo csp 50mL]. La solucién debe volverse clara. Incubar 10 minutos
en hielo.

Agregar 250 ul de solucion amortiguadora acetato de sodio 3M pH4.8, invertir el tubo varias
veces e incubar 30 minutos en hielo. Centrifugar a maxima velocidad 5 minutos a 42C y
pasar el sobrenadante a un eppendorf estéril. Agregar un volumen igual de isopropanal,
invertir el tubo varias veces y centrifugar a maxima velocidad 5 minutos. Descartar el
sobrenadante y lavar el pellet con EtOH 70%. Centrifugar a maxima velocidad 5 minutos,

secar el pellet y resuspenderlo en H,0 milliQ.

- Gel poliacrilamida al 15%
Una vez armado el dispositivo para la cuba electroforética se prepara primero el gel de
separacion, se espera a que polimerice y luego se agrega el gel de concentracién de acuerdo

a la siguiente tabla:

Gel de concentracion

Gel de separacion

3.68 mL de H,0

2.2 mL H,O

460 ulL de TrisHCI pH 6.8

2.7 mL TrisHCI pH 8.8

50 uL SDS10%

150 uL SDS 10%

850 ul acrilamida-bis (30:08)

4.9 mL acrilamida-bis (30:08)

5 uL TEMED

7.5 uLTEMED

25 ul Persulfato de amonio 10%

75 ul Persulfato de amonio 10%

Las muestras se preparan en solucion amortiguadora de carga para proteinas 1X, se hierven

a 1009C 10 minutos y luego son sembradas en el gel. Durante el gel stacking, la corrida se
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realiza a 90 mV y durante el gel separador, a 140mV. Se tifie con azul de Coomasie ON, y se

destifie con varios lavados de solucién decolorante.

Azul de Coomasie: 30% etanol, 7% 4acido acético y 0,25 g Coomasie Brilliant Bue R. Filtrar.

Soluciéon decolorante: 30% etanol, 7% acido acético.

- Transferencia/ Western blot
Realizar la transferencia del gel a una membrana de nitrocelulosa en una cuba con solucién
amortiguadora de transferencia [disolver en 100 mL con H>O milliRo: 1,5 g Tris, 7,21 g
Glicina, 0,5 g SDS; agregar 100 mL de EtOH y 300 mL H20 milliRo] a 350 mA, 25V durante dos
horas.
Para ello armar el cassette en el siguiente orden:
polo (+)
papel watman
membrana
gel
papel watman
polo (-)
Luego, desarmar el dispositivo y dejar la membrana en solucién de bloqueo [50 mL TBST 1X,
2,5 g leche descremada, 1 g Glicina] a 42C ON. El gel puede dejarse tinendo en solucién azul
de coomasie.
Incubar la membrana con el anticuerpo primario en diluido 1/3000 en solucion de bloqueo
durante 2 horas en agitacion a temperatura ambiente.
Realizar 3 lavados de 10 minutos de agitacion con solucién amortiguadora TBST [4 g NaCl,
0.1 g KCl, 1,5 g Tris en 400 mL H20 milliRo, 250uL tween 20] a temperatura ambiente.
Incubar con el anticuerpo secundario diluido en TBST durante 1 hora en agitacién a
temperatura ambiente.
Realizar 2 lavados de 10 minutos con TBST en agitacidén a temperatura ambiente.
Realizar 1 lavado de 10 minutos con solucién amortiguadora de revelado [para 50 mL: 5 mL
TrisHCI 1M pH 9,5, 1 mL NaCl 5M vy 2,5 mL MgCl; 1M] en agitacién a temperatura ambiente.
Revelar en oscuridad el tiempo que sea necesario con solucién amortiguadora de revelado +

33 uLNBT y 66 uL de BCIP.
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- Mix para la digestion enzimatica:

5 uL ADN

12 uL milliQ

2 ul solucion amortiguadora NEB2
0.3 uL BSA

1 uL Ndel, 2 horas a 372C.

1 uL Xhol, 2 horas a 37°C.
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7.2) ANEXO 2: SOLUCIONES y MEDIOS DE CULTIVO

e Solucién amortiguadora TAE (50X): 242 g Tris base, 57.1 mL de acido acético glacial,
100 mL de EDTA. Enrazar a 1000 mL con H;0 milliRo.

® Soluciéon amortiguadora de carga para ADN (6X): 0.25% azul de bromofenol, 0.25%

Xylene cyanol FF, 30% glicerol, enrazar en H,0 milliQ.

® Soluciéon amortiguadora de carga para proteinas (4X): 0.25 M Tris HCl pH 6.8, 8%

SDS, 40% glicerol, 20% Bmercaptoetanol, 0,1 g azul de bromofenol.

e Solucién amortiguadora NEB 2: 50mM NaCl, 10mM Tris-HCI, 170mM MgCl,, 1mM
DTT. pH 7.9

® Solucién amortiguadora fosfato de potasio: Para 250 mL pesar 5.7 g de KH,POs y

31.36 g de K;HPOa4. Disolver en H,OmilliQ y autoclavar.

® Solucién amortiguadora acetato de sodio 3M: Para 100 mL, disolver 40.8 g de
acetato de sodio trihidratado en H;OmilliRo. Ajustar pH:5 y enrazar a 100 mL con

H,OmilliRo.

® Solucién amortiguadora de sonicacién: fosfato de sodio 50mM; NaCl 300mM

e Medio de cultivo LB: Para 1 Lt 15.5 g Luria Broth, 4.5 g NaCl

e Medio de cultivo TB: Para 400 mL: 4.8 g de triptona, 9.6 g de extracto de levadura,
1.6 mL de glicerol, disolver en 330 mL de H,0 milliRo. Autoclavar. En condiciones de
esterilidad, agregar 40 mL de solucion amortiguadora fosfato de potasio
KH2PO4:K2HPO4 (0.17:0.72) M; 200 uL de ampicilina 100 mg/mL, 400 ul de

clorafenicol 34mg/mL.

o Medio de cultivo ZYM: Para 200 mL: Disolver 2 g de triptona, 1 g de extracto de
levadura en 187 mL de H,0 milliRo. Agregar 400 uL MgS04 1 My 40 ul
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oligoelementos 1000x. Esterilizar en autoclave. Una vez frio agregar en cdmara de
flujo: 8 mL de solucion 5052 25X, 8 mL de solucién M 25X, ampicilina 100 mg/mL 100
uL.

Solucion 5052 25X: (para 100 mL) pesar y disolver 12.5 g de glicerol, 1.25 g de glucosa, 5 g

de lactosa. Disolver en 80 mL de H,0 milliQ, enrazar a 100 mL y autoclavar.

Soluciéon M 25X: (para 100 mL) pesar 8.88 g de Na;HPO4, 8.51 g de KH2PO4, 1.25 g NH4Cl, y

1.77 g de Na;SOs. Disolver en 80 mL de agua, enrazar a 100 y autoclavar.
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7.3) ANEXO 3: NOMENCLATURA DE CODONES

A modo de referencia, la siguiente tabla muestra la nomenclatura de los aminodcidos y los

codones que los codifican, siendo de utilidad para la lectura de esta tesis.

[GAC GAU

GAA GAG

CGA CGC CGG CGU AGA AGG
AAA AAG

AAC AAU

CAC CAU

CAA CAG

UCA UCC UCG UCU AGC AGU
ACA ACC ACG ACU

GCA GCC GCG GCU

GGA GGC GGG GGU

GUA GUC GUG GUU

CCA CCC CCG CCU

CUA CUC CUG CUU UUA UUG
UuUC UUU

UAC UAU

AUA AUC AUV

AUG

UGG

UGC UGU

UAA UAG UGA |  Terminacion

olz|z|=|<|n|r|v|<|o|>|4|0|0|x|Z|x|2|m|O

Tabla 2. Nomenclatura de los codones y aminoacidos que codifican.
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